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AI Nealkoholna maščobna jetrna bolezen (NAFLD) je najbolj razširjena kronična 
bolezen jeter, ki se pojavi zaradi nalaganja maščob v jetrnih celicah. Povezana je z 
visoko vsebnostjo maščob in ogljikovih hidratov v prehrani – z zahodno dieto, ki je 
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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
Okrajšava Opis okrajšave  
ABL  abetalipoproteinemija 
ACTH  adrenokortikotropni hormon 
AMPK  z AMP aktivirane protein kinaze 
cAMP  ciklični adenozinmonofosfat 
CD  kontrolna dieta 
CRP  C-reaktivni protein 
DNA  deoksiribonukleinska kislina 
FCHL  genetsko pogojena hiperlipidemija  
FHBL  hipobetalipoproteinemija  
GA  glutaraldehid  
GSDs  bolezen kopičenja glikogena (angl. »glycogen storage diseases«) 
H2O2  vodikov peroksid  
HAART visokoaktivno protiretrovirusno zdravljenje (angl. »highly active 
antiretroviral therapy«) 
HDL  lipoproteini visoke gostote (angl. »high density lipoproteins«) 
HFD  dieta z visoko vsebnostjo maščob (angl. »high fat diet«)  
IL-6  interlevkin 6 
NAFLD nealkoholna maščobna jetrna bolezen ali nealkoholna zamaščenost jeter 
(angl. »non alcoholic fatty liver disease«) 
O2
-
  superoksidni anionski radikal  
OH
-
  hidroksilni radikal  
OsO4  osmijev tetroksid  
PMK  proste maščobne kisline 
RNA  ribonukleinska kislina 
ROS  reaktivne kisikove spojine (angl. »reactive oxygen species«) 
SREBP-1c od sterolov odvisni regulatorni element vezavni protein 1c (angl. »sterol 
regulatory element-binding protein 1«) 
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TAAB  epoksidna smola 
TAG triacilgliceroli  
TEM  presevna elektronska mikroskopija 
TGF-β  transformirajoči rastni faktor-β (angl. »transforming growth factor-β«) 
TLR4  tolični receptor 4 (angl. »toll like receptors«) 
TNF-α  tumorje nekrotizirajoči faktor α (angl. »tumor necrosis factor α) 
VLDL  lipoproteini zelo nizke gostote (angl. »very low density lipoprotein«) 
WD  zahodna dieta (angl. »western diet) 
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Abetalipoproteinemija: redka genetska bolezen, pri kateri je moten metabolizem maščob in 
v maščobi topnih vitaminov, pridobljenih iz hrane. Deduje se avtosomno 
recesivno, nastane pa kot posledica mutacije mikroskomskega transportnega 
proteina trigliceridov. 
Hiperlipidemija: zvišana koncentracija ene ali več lipidnih frakcij v krvni plazmi. 
Hiperlipidemije razvrščamo v primarne oz. prirojene, ki so posledica okvare 
gena in sekundarne oz. pridobljene, ki so posledica druge bolezni v 
ogranizmu.  
Hipobetalipoproteinemija: avtosomno dominantno obolenje zaradi mutacij gena za 
apolipoprotein B-100. Za hipobetalipoproteinemijo je značilna blaga do zelo 
nizka raven LDL holesterola. 
Lipodistrofíja: motnja maščobnega tkiva, za katero je značilna spremenjena količina 
maščob ali njihova spremenjena porazdelitev. Lahko je genetsko pogojena 
ali pridobljena. Povezana je z inzulinsko rezistenco, sladkorno boleznijo, 
dislipidemijo in zamaščenimi jetri. 
Visokoaktivno protiretrovirusno zdravljenje: standarna oblika zdravljenja za bolnike z 
virusom HIV. Vključuje najmanj tri različna zdravila, ki delujejo proti 
okuţbam z retrovirusi. 
Zahodna dieta: način prehranjevanja, ki je v današnji druţbi vedno bolj razširjen. Zahodna   
dieta vsebuje veliko rdečega in predelanega mesa, masla, ocvrtih ţivil, 
mlečnih izdelkov z visoko vsebnostjo maščob, jajc, krompirja in sladkih 
pijač.
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1.1 PREDSTAVITEV PROBLEMA 
 
Nealkoholna maščobna jetrna bolezen (NAFLD, angl. »non alcoholic fatty liver disease«) 
je najbolj razširjena kronična bolezen jeter v druţbah z zahodno dieto (Machado in sod., 
2015), ki se pojavi zaradi nalaganja lipidov v jetrih in ni povezana s prekomernim 
uţivanjem alkohola. Povezana je z visoko vsebnostjo maščob in ogljikovih hidratov v 
prehrani – z zahodno dieto (WD) (Wu in sod., 2015). Ta način prehranjevanja je v današnji 
druţbi vedno bolj razširjen in predstavlja velik problem (Roberts in sod., 2015) zaradi 
visokih stroškov zdravljenja. Stroške bo v prihodnosti mogoče zmanjšati z učinkovitim 
obvladovanjem bolezni ali z zgodnjim preprečevanjem simptomov bolezni (Ghamar 
Chehreh in sod., 2013). V preteklosti je NAFLD veljala izključno za bolezen odraslih, 
danes pa so nekaj primerov zabeleţili ţe pri otrocih. Na razvoj NAFLD vplivajo tudi drugi 
dejavniki, kot so spol, starost, genetsko ozadje in ţivljenjske razmere. Glavna razloga vse 
večje incidence NAFLD sta debelost in sladkorna bolezen tipa 2 (Browning in Horton, 
2004). Nealkoholna maščobna jetrna bolezen se večinoma razvije zaradi nalaganja lipidov 
v jetrih, v nekaterih redkih primerih pa NAFLD nastane zaradi sekundarnih vzrokov, med 
katere uvrščamo številne redke motnje v presnovi lipidov, dolgotrajno koriščenje 
parenteralne prehrane, okuţbo z virusom hepatitisa C, obseţno kirurško odstranitev 
odvečne maščobe, dolgotrajno stradanje, Wilsonovo bolezen, celiakijo, okuţbe z 
različnimi strupi, ki so prisotni v okolju ter nekatera zdravila (Kneeman in sod., 2012). 
Ocenjujejo, da ima pribliţno milijarda ljudi na svetu diagnosticirano NAFLD (Machado in 
sod., 2015), natančna razširjenost v populaciji pa ni znana (Gaggini in sod., 2013). V ZDA 
je NAFLD tretja najpogostejša indikacija za presaditev jeter (Machado in sod., 2015).  
 
Nealkoholna maščobna jetrna bolezen se kaţe v različnih stopnjah, od steatoze (kopičenje 
trigliceridov v hepatocitih), do steatohepatitisa (jetrna steatoza z vnetjem). Jetrna steatoza 
nastane kot posledica različnih molekularnih in fizioloških sprememb jeter (Browning in 
Horton, 2004). Začne se z inzulinsko rezistenco (zniţana občutljivost tkiv na inzulin) v 
mišicah, jetrih in maščobnem tkivu (Gaggini in sod., 2013). Če bolezen napreduje, se v 
jetrih pojavi vnetje, ki vodi v celično smrt, fibrozo in cirozo, ta pa lahko napreduje v 
hepatocelularni karcinom. Poleg tega se lahko razvijejo različna kardiovaskularna obolenja 
in metabolni sindrom, ki vključuje povišan krvni sladkor, povišan krvni tlak, visoke 
vrednosti holesterola in trigliceridov v krvi ter prekomerno kopičenje visceralnega 
maščevja. Ker debelost zelo poviša verjetnost za razvoj NAFLD, je primarni ukrep 
zdravljenja izguba telesne mase (Asrih in Jornayvaz, 2014). Znanje o bolezni temelji na 
ţivalskih modelih (predvsem na miših), saj je preučevanje zaradi invazivnih tehnik na 
ljudeh omejeno. Poleg tega je NAFLD počasi napredujoča bolezen, kar še dodatno ovira 
preučevanje (Machado in sod., 2015). 
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Nealkoholno maščobno jetrno bolezen lahko preučujemo s pomočjo svetlobne in presevne 
elektronske mikroskopije. Na poltankih rezinah jetrnega tkiva lahko v hepatocitih opazimo 
mnogo nakopičenih trigliceridov, kar dokazuje različne stopnje jetrne steatoze. Poleg tega 
lahko na histoloških preparatih opazimo otekanje hepatocitov, Mallory-Denkova telesca 
(retikularna hialina telesca), povečane mitohondrije, apoptotska telesca, depozite ţeleza in 
glikogenske granule (Law in Brunt, 2010). Če bolezen napreduje v steatohepatitis, lahko 
opazimo vnetne celice, kot so mononuklearne celice (makrofagi in monociti) in nevtrofilni 
granulociti. Pri razvoju steatohepatitisa se vnetne celice nakopičijo okrog hepatocitov, ki 
vsebujejo mnogo lipidnih kapelj in tvorijo lipidni granulom (Jensen in sod., 2018). Za 
steatohepatitis je značilno vnetje v reţnjičih in v portalnem polju (Lau in sod., 2017). Z 
uporabo trikromatskega barvanja po Massonu pa lahko dokaţemo tudi fibrozo jetrnega 
tkiva. Pri fibrozi se znotraj jetrnega tkiva prekomerno odlagajo proteini zunajceličnega 
matriksa – predvsem kolagen in elastin (Lytle in Jump, 2016). 
 
Na ultratankih rezinah jetrnega tkiva lahko opazimo spremembe oblike in velikosti 
mitohondrijev. Matriks mitohondrijev postane zaradi presnovnih nepravilnosti 
kondenziran, kriste se razširijo, v mnogih primerih pa so prisotni tudi kristali. Nealkoholna 
maščobna jetrna bolezen povzroči tudi povečanje števila peroksisomov v hepatocitih. Prva 
stopnja razvoja NAFLD je jetrna steatoza, ki se na ultrastrukturnem nivoju odraţa v obliki 
velikih in majhnih lipidnih kapelj. Lipidne kaplje so okrogle strukture brez membrane. 
Nalagajo se v celičnih organelih, ki jih imenujemo lipolizosomi ali multilamelarni pozni 
endosomi. Vnetje je na ultrastrukturnem nivoju vidno v obliki kopičenja mononuklearnih 
celic v sinusoidih in degeneraciji citoplazemske membrane, ki vodi v apoptozo ali nekrozo 
(Iancu in Manov, 2011).  
 
1.2 CILJI IN RAZISKOVALNE HIPOTEZE 
 
S pomočjo svetlobne mikroskopije smo ţeleli primerjati in analizirati strukturo jetrnih celic 
pri kontrolnih miših in miših, hranjenih z zahodno dieto. Nadalje smo ţeleli primerjati in 
analizirati tudi ultrastrukturo jetrnih celic pri kontrolnih miših in miših, hranjenih z 
zahodno dieto. 
 
Glede na obstoječe raziskave smo predpostavili naslednji delovni hipotezi:  
 
HD1: Struktura jetrnih celic osebkov, hranjenih z zahodno dieto, se razlikuje od strukture 
jetrnih celic kontrolnih osebkov. 
 
HD2: Ultrastruktura jetrnih celic osebkov, hranjenih z zahodno dieto, se razlikuje od 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 JETRA 
 
Jetra (hepar) so temnordeč organ in največja ţleza v človeškem telesu. Pri odraslem 
človeku tehtajo od 1500 g do 2000 g, pri dojenčku pa so (glede na % telesne mase) 
razmeroma večja. Imajo obliko tristrane piramide z zaobljenimi robovi, razen spodnjega, ki 
je oster. Zgornja ploskev jeter se prilega trebušni preponi in je konveksna, spodnja ploskev 
pa se dotika drugih organov in je konkavna (Štiblar Martinčič in sod., 2008).  
2.1.1 Organizacija jetrnega tkiva 
 
Jetra so obdana z vezivno ovojnico, ki sega v notranjost in razdeljuje parenhim jeter na 
reţnjiče (lobuse). Srpasta jetrna vez deli jetra na večji desni reţenj (Štiblar Martinčič, 
2010) in dva manjša leva reţnja (Zorc in sod., 2012). Jetrni reţnjič je pribliţno 
šesterokotne oblike. V sredini ima centralno venulo, ki jo imenujemo centralna vena. Na 
robu jetrnega reţnjiča je portalno polje (Slika 1), v katerem so: veja portalne (dverne) vene 
(vena interlobularis), ţolčni vod (ductus biliaris) in veja jetrne arterije (arteria 
interlobularis). Vse tri strukture tvorijo jetrno triado. Na robu reţnjičev se začnejo tudi 
jetrni sinusoidi, ki potekajo med jetrnimi celicami vse do centralne vene. Stena jetrnih 
sinusoidov je iz perforiranega endotelija brez bazalne lamine (Štiblar Martinčič, 2010). 
Funkcijske enote jeter (Slika 1) so klasični jetrni reţnjič, portalni reţnjič in jetrni acinus. 
Klasični jetrni reţnjič tvori parenhim okrog ene centralne vene, portalni reţnjič je v obliki 
prizme in ima v sredini portalno polje, jetrni acinus pa je diamantne oblike. Za jetrni acinus 
so značilne tri cone oksigenacije, ki so na sliki označene od I do III. Najboljša oksigenacija 
je v coni I (Štiblar Martinčič, 2010). 
 
Slika 1: Funkcijske enote jeter: klasični jetrni reţnjič (a), portalni reţnjič (b) in jetrni acinus (c) (Štiblar 
Martinčič, 2010: 103). 
2.1.2 Jetrna izvodila 
 
Jetrne celice izločajo ţolč, ki iz jeter odteka po ţolčnih kapilarah. Ţolčne kapilare se 
zlivajo v večje kanalčke, ti pa se zdruţujejo v jetrni vod. Iz desnega jetrnega reţnja izhaja 
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desni jetrni vod (ductus hepaticus dexter), iz levih reţnjev pa levi jetrni vod (ductus 
hepaticus sinister). Levi in desni jetrni vod se zdruţita v skupni jetrni vod (ductus 
hepaticus communis), ki se mu po izstopu iz jeter pridruţi še ţolčnikovo izvodilo (ductus 
cysticus). Z njuno zdruţitvijo nastane ţolčevod (dustus choledochus) (Štiblar Martinčič in 
sod., 2008).   
2.1.3 Krvni obtok jeter  
 
Jetra oskrbujeta dve krvni ţili, portalna vena (vena portae) in jetrna arterija (arteria 
hepatica), ki vstopata v jetra skozi jetrno lino (porta hepatis). Portalna vena v jetra dovaja 
vensko kri iz ţelodca, vranice, trebušne slinavke ter tankega in debelega črevesa, jetrna 
arterija pa jetra oskrbuje s kisikom. V jetrih se arterijska in venska kri mešata. Venska kri 
iz jeter odteka po jetrnih venah (vennae hepaticae), ki se zlivajo v spodnjo votlo veno 
(veno cavo inferior) (Štiblar Martinčič, 2010). 
2.1.4 Vloga jeter 
 
Jetra imajo osrednjo vlogo v presnovi, saj sodelujejo pri razstrupljanju strupenih in 
odpadnih snovi in tvorijo snovi, ki so vitalnega pomena za organizem (npr. holesterol, 
lipoproteine in plazemske beljakovine). Po portalnem krvnem obtoku pride iz trebušnih 
organov v jetra kri, ki je bogata s hranilnimi snovmi. Jetrne celice iz krvi privzamejo 
aminokisline, glukozo in maščobne kisline, hkrati pa jetrni fagociti uničijo bakterije, ki so 
prišle iz prebavnega trakta v kri. Jetra so ključna pri metabolizmu ogljikovih hidratov, 
lipidov, proteinov in hormonov. Po zauţitju hrane, bogate z ogljikovimi hidrati, se glukoza 
v jetrih pretvori v glikogen. Jetra so tako ključnega pomena za vzdrţevanje normalne 
koncentracije glukoze v krvi. Poseben proces v presnovi ogljikovih hidratov je 
glukoneogeneza, ki v glavnem poteka v jetrih, lahko pa tudi v kostnih celicah in v skorji 
ledvic. V tem procesu glukoza nastaja iz nesladkornih virov, kot so laktat, glicerol in 
nekatere aminokisline (Štiblar Martinčič in sod., 2008). Tovrsten način pridobivanja 
glukoze je pomemben v postabsorbtivnem obdobju in v obdobju stradanja (Peroni in sod., 
1997). Jetrne celice z razgradnjo nekaterih maščob in maščobnih kislin pridobijo energijo v 
obliki ATP, ki jo potrebujejo za delovanje. Iz aminokislin, ki pridejo v jetra po krvnem 
obtoku, tvorijo jetrne celice plazemske beljakovine (albumine, globuline in fibrinogen). 
Jetra so pomembna tudi pri sintezi aminokislin, holesterola in fosfolipidov ter pretvorbi 
ogljikovih hidratov in beljakovin v maščobe. Poleg tega jetra neprekinjeno izločajo ţolč, ki 
omogoča prebavo in absorpcijo maščob, hkrati pa sodelujejo pri sekreciji bilirubina, ki 
nastane pri katabolizmu hemoglobina (Štiblar Martinčič in sod., 2008). Ena od pomembnih 
nalog jeter je tudi pretvorba amonijaka v ureo (Zorc in sod., 2012).V jetrih se akumulirajo 
vitamini A, D, E in K ter ţelezo v obliki feritina. V otroštvu in pri določenih patoloških 
pojavih jetra delujejo kot krvotvorni organ. Jetra sodelujejo tudi pri sintezi vitamina A iz 
karotena ter pri produkciji toplote (Štiblar Martinčič in sod., 2008).  
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2.1.5 Histološka organizacija jeter pri miših 
 
Histološka organizacija mišjih jeter je podobna kot pri drugih vrstah sesalcev. Jetrni 
parenhim miši tvorijo jetrne celice ali hepatociti (Barrata in sod., 2009), ki so poligonalne 
oblike in so radialno nameščene okrog centralne vene (Slika 2). Za hepatocite je značilno 
veliko, okroglo jedro, z dobro vidnim jedrcem (Štiblar Martinčič, 2010). V nekaterih 
primerih je jedro rahlo ovalne ali podolgovate oblike. Pribliţno 35 % hepatocitov ima dve 
jedri. Citoplazma hepatocitov je bogata z mitohondriji, zrnatim in gladkim 
endoplazemskim retikulumom, peroksisomi, lizosomi ter glikogenskimi zrnci. Jetrne celice 
so na bazolateralni strani prekrite z mikrovili in so v tesnem stiku s krvnimi kapilarami v 
obliki sinusoidov. Na apikalni strani jetrna celica meji na ţolčno kapilaro, kamor z 
aktivnim transportom oddaja bilirubin in ţolčne kisline (Barrata in sod., 2009). Vsak 
hepatocit ima 3 površine: sinusoidno (neposredni stik s krvjo), kanalikularno (ţolčni 
kanalikul omejuje med seboj sosednja hepatocita) in lateralno (tesno medsebojno stikanje 
hepatocitov) (Zajc in El Shawish, 2011). Hepatociti se zdruţujejo v radialno urejene 
plošče, med katerimi so jetrni sinusoidi. Steno sinusoida tvorijo Kupfferjeve celice, ki 
fagocitirajo bakterije in toksine, endotelijske celice, Ito celice in levkociti, od katerih 
prevladujejo veliki granulirani limfociti. Endotelijske celice imajo podolgovata in 
sploščena jedra. Bazalna lamina endotelijskih celic vsebuje številne pore, kar omogoča 
prosto prehajanje majhnih molekul (premer manj kot 125 nm) med hepatociti in krvjo. Tik 
pod endotelijskimi celicami je z mikrovili bogat intersticij ali Dissejev prostor, kjer so Ito 
celice, ki uravnavajo sinusoidni krvni pretok (Barrata in sod., 2009), akumulirajo lipide in 
vitamin A ter so pomembne v procesu angiogeneze (Suematsu in Aiso, 2001). Ito celice ali 
jetrni lipociti sintetizirajo tudi sestavine medceličnine in kolagen - ob poškodbah Ito celice 
tvorijo velike količine kolagena, kar vodi v fibrozo jeter (Štiblar Martinčič, 2010). Za Ito 
celice so značilna sorazmerno majhna, podolgovata jedra (Barrata in sod., 2009). 
 
Slika 2: Histološka organizacija mišjih jeter pri 600-kratni povečavi - radialno nameščeni hepatociti okrog 
centralne vene (cv): c ‒ citoplazma hepatocita, j ‒ jedro (Bujanda in sod., 2006: 7). 
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2.1.6 Ultrastruktura jetrnih celic 
 
Ultrastrukturo jetrnih celic preučujemo s pomočjo presevne elektronske mikroskopije 
(TEM). Na ultratankih rezinah normalnega jetrnega tkiva lahko opazujemo hepatocite, za 
katere je značilno veliko, okroglo jedro. Večina hepatocitov vsebuje 1-2 jedri, znotraj 
katerega je heterokromatin (Iancu in Manov, 2011). Mejna jedrna struktura je jedrna 
ovojnica, ki jo tvorita notranja in zunanja jedrna membrana. Jedrna ovojnica daje jedru 
obliko in preprečuje prosto prehajanje ionov in molekul med jedrom in citoplazmo. Med 
notranjo in zunanjo jedrno membrano je medmembranski ali perinuklearni prostor. Na 
notranjo jedrno membrano se pritrjata kromatin in jedrna lamina, ki daje jedrni ovojnici 
oporo. Zunanja membrana, na katero se pritrjajo ribosomi, se nadaljuje v zrnati 
endoplazemski retikulum. Notranja in zunanja jedrna membrana se na mnogih mestih 
stikata in tvorita jedrne pore. Jedrne pore so zgrajene iz proteinov (nukleoporinov), ki 
omogočajo prehajanje vode ter molekul RNA. Citoplazma hepatocitov je bogata z 
mitohondriji, zrnatim in gladkim endoplazemskim retikulumom, peroksisomi, lizosomi 
glikogenskimi zrnci ter granulami kalcija (Alberts in sod., 2015). Peroksisomi so okrogli, 
elipsoidni ali podolgovati in veliki od 0,25 do 1,34 µm. Njihov matriks je obdan z enojno 
membrano, po strukturi pa je homogen, fino granuliran ali kosmičast. Peroksisomi se v 
citoplazmi lahko zdruţujejo v grozdaste strukture (Iancu in Manov, 2011).  
 
Slika 3: Ultrastruktura hepatocita pri 3000-kratni povečavi: H ‒ heterokromatin, j ‒ jedrce, J ‒ jedro, Jm ‒ 
jedrna membrana M – mitohondrij, ER ‒ zrnati endoplazemski retikulum (http://www.bioma-
tek.com/en/apply.php?act=view&no=52).  
2.2 NEALKOHOLNA MAŠČOBNA JETRNA BOLEZEN  
2.2.1 Zahodna dieta 
 
Zahodna dieta vsebuje veliko rdečega in predelanega mesa, masla, ocvrtih ţivil, mlečnih 
izdelkov z visoko vsebnostjo maščob, jajc, krompirja in sladkih pijač (Halton in sod., 
2006). V današnji druţbi je ta način prehranjevanja vedno bolj razširjen, zato predstavlja 
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velik problem (Roberts in sod., 2015). Visoka vsebnost maščob in ogljikovih hidratov vodi 
v NAFLD. Ta najpogostejša kronična bolezen jeter se pojavi zaradi nalaganja lipidov v 
jetrih in ni povezana s prekomernim uţivanjem alkohola. Lipidi se v jetrih kopičijo zaradi 
prekomernega sproščanja maščobnih kislin iz depojev (predvsem iz belih adipocitov), 
prekomernega vnosa maščobnih kislin s hrano in de novo lipogeneze. Bolezen v zahodnem 
svetu prizadene pribliţno tretjino populacije in se kaţe v različnih stopnjah, od steatoze do 
steatohepatitisa (Asrih in Jornayvaz, 2014). Natančna razširjenost NAFLD v populaciji ni 
znana, saj je pogosto nediagnosticirana (Gaggini in sod., 2013). Vnetje v jetrih vodi v 
celično smrt, fibrozo in cirozo, ki lahko napreduje v hepatocelularni karcinom. Poleg tega 
se lahko razvijejo različna kardiovaskularna obolenja in presnovni sindrom, ki vključuje 
povišan krvni sladkor, povišan krvni tlak, visoke vrednosti holesterola in trigliceridov ter 
odvečno telesno maščobo okoli pasu. Debelost zelo poviša verjetnost za razvoj NAFLD, 
zato je primarni ukrep zdravljenja zmanjšanje telesne mase (Asrih in Jornayvaz, 2014).  
2.2.2 Jetrna steatoza in napredovanje bolezni 
 
V preteklosti je NAFLD veljala izključno za bolezen odraslih, danes pa poznamo mnogo 
primerov obolenj pri otrocih. Glavna razloga vse večje incidence NAFLD sta debelost in 
sladkorna bolezen tipa 2. Prva stopnja razvoja NAFLD je jetrna steatoza, ki nastane kot 
posledica različnih molekularnih in fizioloških sprememb jeter (Browning in Horton, 
2004). Prične se z inzulinsko rezistenco v mišicah, jetrih in maščobnem tkivu (Gaggini in 
sod., 2013). Pri jetrni steatozi se triacilgliceroli (TAG) iz adipocitov sprostijo v plazmo ob 
hormonski stimulaciji encima triacilglicerol lipaze. Posledično v plazmi naraste 
koncentracija prostih maščobnih kislin (PMK). Na delovanje encima triacilglicerol lipaze 
vplivajo adrenalin, glukagon in ACTH (adrenokortikotropni hormon). Pri lipolizi se eden 
izmed hormonov veţe na receptor adipocitov in povzroči sintezo cAMP (ciklični 
adenozinmonofosfat), ki aktivira protein kinaze, te pa stimulirajo razpad TAG na PMK in 
glicerol. Glavna funkcija jeter je vzdrţevanje koncentracije glukoze v plazmi ne glede na 
prehransko stanje organizma. Ljudje in miši z jetrno steatozo kopičijo preseţek oleinske 
kisline, ki je končni produkt de novo sinteze PMK. Povečana sinteza lipidov (lipogeneza) 
je posledica prekomerne ekspresije transkripcijskega dejavnika SREBP-1c (od sterolov 
odvisni regulatorni element vezavni protein 1c), ki v jedru aktivira vse gene, ki so potrebni 
za lipogenezo. Do povečane sinteze lipidov v jetrih miši lahko pride tudi zaradi spremembe 
aktivnosti AMPK (z AMP aktivirane protein kinaze), ki je pomembna pri uravnavanju 
celičnega metabolizma v odvisnosti od energijskih zahtev (Browning in Horton, 2004). 
Bolniki z NAFLD imajo v primerjavi z zdravimi ljudmi niţje koncentracije adiponektina. 
To je hormon, ki je po zgradbi protein in regulira raven glukoze v krvi ter vpliva na 
odzivnost tkiv na inzulin. Hkrati spodbuja oksidacijo maščobnih kislin v mišicah in jetrih, 
ker se veţe na receptorje AMPK in PPAR. Receptorji PPAR regulirajo ekspresijo genov, 
ki so pomembni pri metabolizmu glukoze in lipidov (Gaggini in sod., 2013). 
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Jetrna steatoza je prva stopnja v razvoju NAFLD, potek napredovanja bolezni iz jetrne 
steatoze do ciroze pa je kljub visoki incidenci NAFLD danes slabo poznan. Razumevanje 
bolezni temelji na ţivalskih modelih, ki pa ne odraţajo vseh patofizioloških značilnosti pri 
ljudeh. Preučevanje bolezni na ljudeh je omejeno, ker zaenkrat še ne poznamo 
neinvazivnih tehnik preučevanja jetrnega metabolizma. Znanstveniki so na ţivalskih 
modelih dokazali, da na razvoj bolezni pomembno vplivajo dejavniki, ki povečajo količino 
reaktivnih kisikovih spojin (ROS) v telesu in vplivajo na višjo raven izraţanja vnetnih 
citokinov. Oksidativni stres nastane zaradi neravnovesja med oksidanti in antioksidanti in 
ima kvarne posledice na celico. Med najpomembnejše ROS uvrščamo vodikov peroksid 
(H2O2), superoksidni anionski radikal (O2
-
) in hidroksilni radikal (OH
-
). Pri oksidaciji 
maščobnih kislin nastane visok nivo ROS, kar vodi v poškodbe DNA, spremembe 
stabilnosti proteinov, poškodbe membran zaradi peroksidacije lipidov in povečano 
izraţanje vnetnih citokinov (Browning in Horton, 2004).  
Skrajna oblika NAFLD je nealkoholni steatohepatitis. Razvije se je pri nekaterih pacientih 
z jetrno steatozo. Na histoloških preparatih ga lahko potrdimo, če opazimo prisotnost 
fibroze v tkivu. Ob neustreznem zdravljenju steatohepatitisa pride do brazgotinjenja in 
razvoja ciroze. Fibroza jetrnega tkiva napreduje v cirozo, če v jetrih naraste nivo ROS, 
sočasno pa pride do kopičenja makrofagov in aktivacije TGF-β (transformirajoči rastni 
faktor-β). Za steatohepatitis so značilne poškodbe mitohondrijev, ki so odraz visokega 
nivoja ROS, peroksidacije lipidov in pomanjkanja antioksidantov (npr. koencima Q) 
(Kohli in sod., 2010). 
2.2.3 Nealkoholna maščobna jetrna bolezen in kardiovaskularna obolenja 
 
Pri bolnikih z NAFLD obstaja večje tveganje za razvoj kardiovaskularnih bolezni. Med 
glavne dejavnike razvoja kardiovaskularnih bolezni uvrščamo povečano lipolizo, 
pospešeno sintezo VLDL (very-low-density lipoprotein: lipoproteini zelo nizke gostote) ter 
zniţano raven adiponektina in HDL (high-density lipoproteins: lipoproteini visoke gostote) 
v krvni plazmi. S kardiovaskularnimi obolenji je močno povezana tudi hiperglikemija, 
zaradi prekomerne sinteze glukoze v jetrih, ter povečano sproščanje vnetnih dejavnikov, 
kot so fibrinogen, CRP (C-reaktivni protein), IL-6 (interlevkin 6), TNF-α (tumor 
nekrotizirajoči faktor α) in fetuin-A. Pri razvoju kardiovaskularnih obolenj ima ključno 
vlogo protein fetuin-A, ki ga izločajo jetra. Fetuin-A inhibira tirozin kinazni receptor za 
inzulin in se veţe na TLR4 (tolični receptor 4), ki je ključen pri nastanku inzulinske 
rezistence. Poleg tega je povezan z nastankom vnetja in endotelijske disfunkcije ter 
aterosklerozo karotidnih arterij. Višji nivo izraţanja fetuina-A močno poveča tveganje za 
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2.2.4 Sekundarni vzroki za NAFLD 
 
Nealkoholna maščobna jetrna bolezen se večinoma razvije zaradi nalaganja lipidov v 
jetrih, kot posledica metaboličnega sindroma. V nekaterih redkih primerih pa NAFLD 
nastane zaradi sekundarnih vzrokov. Z razvojem NAFLD so povezane številne redke 
motnje v presnovi lipidov, kot so abetalipoproteinemija (ABL), hipobetalipoproteinemija 
(FHBL), genetsko pogojena hiperlipidemija (FCHL), bolezen kopičenja glikogena (GSDs), 
Weber-Christianov sindrom in lipodistrofija. Med sekundarne vzroke nastanka NAFLD 
uvrščamo tudi dolgotrajno koriščenje parenteralne prehrane – intravenska aplikacija 
glukoze, okuţbo z virusom hepatitisa C, obseţno kirurško odstranitev odvečne maščobe, 
dolgotrajno stradanje, Wilsonovo bolezen, celiakijo in okuţbe z različnimi strupi, ki so 
prisotni v okolju. Različni avtorji so dokazali, da na razvoj NAFLD vplivajo tudi nekatera 
zdravila, kot so amiodaron, tamoksifen, metotreksat, kortikosteroidi in terapija HAART 
(visokoaktivno protiretrovirusno zdravljenje) (Kneeman in sod., 2012). 
2.2.5 Dosedanje raziskave o vplivu diete na strukturo in ultrastrukturo jeter 
 
V svoji raziskavi smo ţeleli preučiti vpliv zahodne diete na strukturo in ultrastrukturo 
jetrnih celic. Do sedaj so bile raziskave narejene predvsem z dieto HFD (dieta z visoko 
vsebnostjo maščob), kjer gre za značilno višji deleţ maščob kor pri zahodni dieti.  
Nealkoholna maščobna jetrna bolezen in druga obolenja jeter povzročijo spremembe 
strukture in ultrastrukture jetrnih celic. Na histoloških preparatih jetrnega tkiva miši, ki so 
bile izpostavljene zahodni dieti, lahko v hepatocitih opazimo mnogo nakopičenih 
trigliceridov, kar potrjuje jetrno steatozo (Lytle in Jump, 2016). Jetrna steatoza je 
prikazana na Sliki 4. 
Če bolezen napreduje, lahko na histoloških preparatih jetrnega tkiva miši, ki so bile 
izpostavljanje HFD opazimo vnetne celice, kot so mononuklearne celice (makrofagi in 
monociti) in nevtrofilni granulociti. Pri razvoju steatohepatitisa se vnetne celice nakopičijo 
okrog hepatocitov, ki vsebujejo mnogo lipidnih kapelj in tvorijo lipidni granulom (Jensen 
in sod., 2018). Za steatohepatitis je značilno vnetje v reţnjičih in v portalnem polju. Poleg 
tega lahko na histoloških preparatih opazimo Mallory-Denkova telesca (retikularna hialina 
telesca), povečane mitohondrije, depozite ţeleza in glikogenske granule (Lau in sod., 
2017). Za steatohepatitis je značilno tudi baloniranje hepatocitov – otekanje hepatocitov 
(Slika 4 b). Pri tem pride do preureditve intermediranih filamentov, kopičenja lipidnih 
kapelj v citoplazmi in razširitve cistern endoplazemskega retikuluma (Lackner, 2011). 
Z uporabo trikromatskega barvanja po Massonu lahko potrdimo tudi fibrozo jetrnega tkiva 
(Slika 4 c). Pri fibrozi se znotraj jetrnega tkiva prekomerno odlagajo proteini 
zunajceličnega matriksa – predvsem kolagen in elastin (Lytle in Jump, 2016). Za obarvanje 
kolagenskih vlaken lahko uporabimo tudi anilinsko modrilo (Lackner, 2011). 
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Slika 4: Steatoza - lipidne kaplje (lk) v jetrnem tkivu miši (a, b in c) (Lytle in Jump, 2016: 5), razširjeni 
hepatociti z Mallory-Denkovimi telesci (puščica) (b), fibroza jetrnega tkiva – nalaganje kolagenskih vlaken 
(kv) okrog razširjenih hepatocitov (Lackner, 2011: 3). Tkivo je barvano s hematoksilinom in eozinom (a in b) 
ter z anilinskim modrilom (c). Stranica slike a je velika 1 mm, sliki b in c sta posneti pri 400-kratni povečavi. 
Pri opazovanju ultrastrukture jetrnega tkiva lahko opazimo spremembe oblike in velikosti 
mitohondrijev, kot je podaljšanje mitohondrijev vzdolţ longitudinalne osi (do 10 µm v 
dolţino), v nekaterih primerih pa mitohondriji zavzamejo ameboidno obliko. Zaradi 
presnovnih nepravilnostih postane matriks mitohondrijev kondenziran, kriste se razširijo, v 
mnogih primerih pa so prisotni tudi kristali (Slika 5). Nealkoholna maščobna jetrna 
bolezen povzroči tudi povečanje števila peroksisomov znotraj hepatocitov (Iancu in 
Manov, 2011).  
 
Slika 5: Ultrastruktura jetrnega tkiva pacienta z NAFLD, na kateri je povečan mitohondrij (M) s kristali (k). 
G – glikogen (15000-kratna povečava) (Iancu in Manov, 2011: 4).  
Pri Wilsonovi bolezni, ki je ena izmed sekundarnih vzrokov nastanka NAFLD, lahko pri 
opazovanju ultrastrukture jetrnih celic opazimo številne nepravilnosti, kot so spremembe 
jedra, mitohondrijev (Slika 6), peroksisomov in zrnatega endoplazemskega retikuluma. 
Poleg tega so v celicah prisotne številne lipidne kaplje (Slika 7). Za Wilsonovo bolezen je 
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značilno kopičenje bakra v jetrnih celicah, kar vodi v kronični hepatitis in končno v akutno 
odpoved jeter (Iancu in Manov, 2011).  
 
Slika 6: Ultrastruktura jetrnega tkiva pacienta z Wilsonovo boleznijo, na kateri so prisotni podaljšani 
mitohondriji in lipidne kaplje: lk ‒ lipidne kaplje, M – mitohondrij (15000-kratna povečava) (Iancu in 
Manov, 2011: 6). 
Prva stopnja razvoja NAFLD je jetrna steatoza, ki nastane kot posledica različnih 
molekularnih in fizioloških sprememb jeter (Browning in Horton, 2004). Pri jetrni steatozi 
so znotraj hepatocitov in sinusoidov nakopičene mnoge velike in majhne lipidne kaplje 
(Slika 7). Lipidne kaplje so okrogle strukture, nalagajo se v posebnih celičnih organelih, ki 
jih imenujemo lipolizosomi ali multilamelarni pozni endosomi (Slika 8) (Iancu in Manov, 
2011). 
 
Slika 7: Ultrastruktura jetrnega tkiva pacienta z NAFLD, na kateri so znotraj hepatocitov in sinusoidov velike 
lipidne kaplje (lk). 4000-kratna povečava (Iancu in Manov, 2011: 17). 
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Slika 8: Ultrastruktura jetrnega tkiva pacienta z NAFLD, na kateri so blizu sinusoidov (S) in ţolčnih kanalov 
(BC) lipolizosomi (ll). 4000-kratna povečava (Iancu in Manov, 2011: 17). 
Pri jetrni steatozi lahko opazimo tudi spremembe mitohondrijev (npr. kopičenje kristalov) 
(Iancu in Manov, 2011). Pri razvoju NAFLD se steatoza počasi nadaljuje v steatohepatitis 
(Asrih in Jornayvaz, 2014). Vnetje je na ultrastrukturnem nivoju vidno v obliki nalaganja 
mononuklearnih celic v sinusoidih in degeneraciji citoplazemske membrane, ki vodi v 
apoptozo ali nekrozo (Iancu in Manov, 2011).  
2.3 AVTOFAGIJA 
 
Avtofagija je znotrajcelični proces, ki je pomemben med celično rastjo in diferenciacijo. 
Razvil se je kot prilagoditev celic na ekstremne razmere, kot sta oksidativni stres in 
stradanje, s pomočjo avtofagije pa se celice odzovejo tudi na okuţbe z mikroorganizmi 
(Xie in Klionsky, 2007; Mizushima in sod., 2008; Klionsky in sod., 2012; Nezman in 
Lipovšek, 2016). 
Avtofagija je katabolni proces razgradnje lastnih celičnih struktur, kot so celični organeli 
in beljakovine, s pomočjo lizosomov. Natančno so opisani trije tipi avtofagije, in sicer 
makroavtofagija, šaperonsko posredovana avtofagija in mikroavtofagija (Mizushima in 
sod., 2008; Klionsky in sod., 2012; Czaja, 2016). Med seboj se razlikujejo po načinu 
regulacije, substratu, ki ga razgrajujejo in mehanizmu prenosa substrata v lizosom (Czaja, 
2016). Z makroavtofagijo se razgrajujejo celični organeli in beljakovine. Začetna struktura 
v procesu makroavtofagije je izolacijska membrana oz. fagofor, za katero domnevajo, da je 
fragment membrane endoplazemskega retikuluma. Fagofor se na obeh koncih postopoma 
podaljšuje in obda sestavine celice, ki se bodo razgradile. Po sklenitvi obeh koncev 
fagoforja nastane avtofagosom – organel z dvojno membrano. Avtofagosom se nato zlije z 
lizosomom, ki vsebuje kisle hidrolitske encime, pri tem pa nastane avtolizosom. Če se 
fagofor zlije z endosomom, ki vsebuje endocitiran material iz zunanjosti celice, nastane 
amfisom. Amfisom se zlije z lizosomom in vsebina se razgradi (Jezernik in sod., 2012).  
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Avtofagija s šaperoni je zelo selektivna, saj se z njeno pomočjo razgrajujejo le citosolne 
beljakovine, ki imajo specifično signalno zaporedje. Po razgradnji se produkti sprostijo v 
citosol, kjer se ponovno uporabijo ali pretvorijo v energijo. Pri mikroavtofagiji se 
membrana lizosoma invaginira in privzame substrat za razgradnjo (Czaja, 2016).  
Avtofagija je pomemben proces pri razvoju NAFLD. Znanstveniki so na modelnih miših 
dokazali, da sta debelost in staranje ključna dejavnika, ki vodita v izgubo avtofagne 
funkcije v jetrih. Pri NAFLD se znotraj hepatocitov kopičijo lipidne kaplje, kar sčasoma 
vodi v zniţano občutljivost jeter na inzulin. Dolgotrajno kopičenje lipidnih kapelj znotraj 
jetrnih celic ob inzulinski rezistenci pa vodi v izgubo avtofagne funkcije jetrnih celic, kar 
povzroči poslabšanje bolezni – steatoza napreduje v steatohepatitis. Glavni vzrok izgube 
avtofagne funkcije je slabša fuzija avtofagosoma z lizosomom. Če v jetrnih celicah 
makroavtofagija ne poteka več, ne pride do razgradnje lipidov in holesterola, ki so 
nakopičeni znotraj lipidnih kapelj, kar vodi v jetrno steatozo. O smrti ali preţivetju celice 
odloča medsebojni odnos avtofagije in apoptoze. S pomočjo makroavtofagije celica 
odstrani poškodovane organele in beljakovine in tako prepreči poškodbe celic, ki lahko 
vodijo v fibrozo in cirozo jetrnega tkiva (Czaja, 2016).  
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 POSTOPEK HRANJENJA ŢIVALI  
 
Naša raziskava je trajala 8 tednov. Uporabili smo 10 miši seva C57BL/6J, ki so bile stare 
12 tednov. Polovico ţivali smo hranili z zahodno dieto, polovica ţivali pa je bila hranjenih 
s standardno (kontrolno) dieto ad libitum (Slika 9).  
 
Slika 9: Potek hranjenja ţivali z zahodno dieto (WD) in kontrolno dieto (CD). 
 
V preglednici 1 sta prikazana energetska profila kontrolne diete in zahodne diete, ki smo ju 
uporabili v svoji raziskavi. Kalorična vrednost kontrolne diete je znašala 3,0 kcal/g, 
kalorična vrednost zahodne diete pa 4,7 kcal/g. Za zahodno dieto je značilna hrana z 
visokim odstotkom maščob in ogljikovih hidratov. V preglednici 1 je prikazan tudi 
energetski profil diete z visoko vsebnostjo maščob (HFD), ki so jo uporabili Jensen in sod. 
(2018). Za HFD je značilen visok % maščob, vsebnost ogljikovih hidratov pa je v 
primerjavi z zahodno dieto mnogo niţja.  
 
Preglednica 1: Energetski profil kontrolne diete (CD), zahodne diete (WD) in diete z visoko vsebnostjo 
maščob (HFD) (HFD: Jensen in sod., 2018: 2). 
ENERGETSKI PROFIL CD WD HFD 
Kalorična vrednost (kcal/g) 3,0 4,7 5,2 
Beljakovine (% od kcal) 17,7 17,0 20,0 
Maščobe (% od kcal) 10,5 40,0 60,0 
Ogljikovi hidrati (% od kcal) 71,7 43,0 20,0 
 
3.2 ŢRTVOVANJE ŢIVALI 
 
Eksperimentiranje z ţivalmi je bilo opravljeno v skladu z veljavno zakonodajo o uporabi 
poskusnih ţivali v Sloveniji. Za izolacijo tkiv smo imeli vsa potrebna dovoljenja (U34401-
12/2015/3). Za raziskavo smo miši seva C57BL/6J usmrtili z visoko koncentracijo CO2. Po 
izgubi zavesti so ţivali ostale izpostavljene CO2 še 10 minut. Sledila je potrditev smrti s 
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cervikalno dislokacijo. S pomočjo laparoskopije smo dostopali do organov trebušne 
votline, kjer smo odrezali manjše kose jeter. Zaradi nadaljnje fiksacije smo jetra za 
svetlobno mikroskopijo narezali na koščke velikosti 1 cm
3
, za elektronsko mikroskopijo pa 
na koščke velikosti 1 mm
3
. Postopek ţrtvovanja ţivali je potekal v laboratoriju Inštituta za 
fiziologijo na Medicinski fakulteti (MF UM). Vzorce smo nato pripravili po standardnem 
protokolu izdelave trajnih histoloških preparatov.   
 
3.3 PRIPRAVA HISTOLOŠKIH PREPARATOV 
 
Vzorce tkiva za svetlobno in TEM smo pripravili po standardnem protokolu izdelave 
trajnih histoloških preparatov po Glauertu (1975), ki je prikazan v preglednici 2. Postopek 
je potekal v Laboratoriju za histologijo na Fakulteti za naravoslovje in matematiko na 
Univerzi v Mariboru (FNM UM).  
Pri izdelavi histoloških preparatov smo uporabili naslednje kemikalije: 2,45 % 
formaldehid, 2,45 % glutaraldehid (GA) v 0,1 M kakodilatnem pufru, 0,1 M kakodilatni 
pufer, OsO4, etanolno vrsto, propilenoksid in epoksidno smolo (TAAB) (Preglednica 2).  
 
Preglednica 2: Postopek izdelave trajnih histoloških preparatov po Glauertu (1975). 
Dan Stopnja Kemikalije Trajanje, T 
  
2,45 % formaldehid 3 ure, sobna T 
1. FIKSACIJA 2,45 % GA v 0,1 M kakodilatnem pufru 
 
  2,45 % formaldehid  12 ur, 4 °C 
  2, 45 % GA v 0,1 M kakodilatnem pufru  
 IZPIRANJE 0,1 M kakodilatni pufer 2 uri, sobna T 
2. POSTFIKSACIJA 2 % OsO4 2 uri, sobna T 
 IZPIRANJE 0,1 M kakodilatni pufer 1 ura, sobna T 
  0,1 M kakodilatni pufer 12 ur, 4 °C 
 DEHIDRACIJA 
50 %, 70 %, 80 %, 96 %, 100 % 
etanol 
Vsaka raztopina 30 
min, sobna T 
3.  propilenoksid  2 x 30 min, sobna T 
 INTERMEDIJ propilenoksid : TAAB = 1:1 1 ura, sobna T 
  propilenoksid : TAAB = 1:2 12 ur, 4 °C 
  TAAB  1 ura, 48 °C 
4. KONČNI MEDIJ TAAB  1 ura, 48 °C 
  TAAB  72 ur, 60 °C 
3.3.1 Fiksacija, izpiranje in postfiksacija  
 
Za pripravo histoloških preparatov smo koščke jetrnega tkiva najprej fiksirali s fiksativom, 
ki je sestavljeno iz 2,45 % formaldehida, 2,45 % GA in 0,1 M kakodilatnega pufra (Glauert 
in Lewis, 1998). S fiksacijo smo preprečili postmortalne procese, ki lahko povzročijo 
spremembe v encimatski aktivnosti in strukturi tkiva (Hayat, 1981). Po fiksaciji smo 
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odvečen fiksativ iz tkiva odstranili z izpiranjem v 0,1 M kakodilatnem pufru. Tkivo smo 
nato postfiksirali z 2 % OsO4 in ga ponovno izpirali v 0,1 M kakodilatnem pufru. S 
spiranjem v 0,1 M kakodilatnem pufru smo iz tkiva odstranili odvečen formaldehid in 
glutaraldehid (Bozzola in Russell, 1999).  
 
3.3.2 Dehidracija tkiva 
 
Po fiksaciji smo koščke tkiva dehidrirali s pomočjo etanolov naraščajočih koncentracij (50 
%, 70 %, 80 %, 96 % in 100 % etanol, vsak po 30 minut pri sobni temperaturi). 
Dehidracija je potrebna, da iz tkiva odstranimo odvečno vodo, hkrati pa z dehidracijskim 
sredstvom doseţemo dobro povezavo med hidrofobnim medijem za vklaplanje (epoksidno 
smolo) in vodnim okoljem tkiva (Bozzola in Russell, 1999). 
 
3.3.3 Prenos tkiva v intermedij in končni medij  
 
Dehidrirane koščke tkiva smo najprej prenesli v propilenoksid (2 x 30 minut pri sobni 
temperaturi), nato v zmes propilenoksida in epoksidne smole TAAB v razmerju 1:1 (1 ura 
pri sobni temperaturi) ter končno v zmes propilenoksida in TAAB v razmerju 1:2 (1 ura pri 
sobni temperaturi). Po končanem prenosu v intermedij smo tkivo dvakrat zaporedoma 
potopili v čisti TAAB za eno uro pri 48 °C, in nato polimerizirali 72 ur pri 60 °C. S 
polimerizacijo doseţemo ustrezno stabilnost tkiva (Bozzola in Russell, 1999). 
 
3.4 PRIPRAVA POLTANKIH REZIN ZA SVETLOBNO MIKROSKOPIJO 
 
Tkivne vzorce, vključene v epoksidno smolo, smo najprej namestili v nosilec za rezanje. 
Pred rezanjem smo odvečno epoksidno smolo obrusili s pomočjo aparata Leica EM 
TRIM2 (Nemčija). S pomočjo mikrotoma Leica EM UC7 RT (Nemčija) smo pripravili 
poltanke tkivne rezine, debeline 0,5 µm. Priprava tkivnih rezin je potekala v Laboratoriju 
za biologijo celice na Medicinski fakulteti Univerze v Mariboru. Rezali smo s steklenimi 
noţki, ki smo jih pripravili s pomočjo aparata Leica EM KMR3. Tkivne rezine smo s 
pomočjo steklene palčke poloţili na objektno stekelce, na katerega smo predhodno kanili 
kapljico deionizirane vode, nato pa smo jih posušili na grelni plošči (Medite OTS 40, 
Nemčija), pri temperaturi 80 °C. Na suhe rezine smo kanili 0,5 % toluidinsko modrilo in 
jih segrevali na grelni plošči pri 80 °C, dokler se barvilo na robovih ni pričelo sušiti. 
Objektna stekelca smo sprali v deionizirani vodi, jih osušili s filtrirnim papirjem in označili 
s podatki o tkivnih rezinah – številka koščka tkiva, zaporedna številka preparata in datum 
izdelave rezine. Pripravljene tkivne preparate smo pregledali s svetlobnim mikroskopom 
Nikon Eclipse Ci-L (Japonska). V laboratoriju za mikroskopijo FNM UM smo tkivne 
rezine pregledali s svetlobnim mikroskopom Nikon Eclipse E800 in jih fotografirali s 
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fotoaparatom Nikon DN100. Pri delu smo uporabljali računalniški program NIS-Elements 
D 3.2, s katerim smo shranili fotografije tkivnih rezin.   
 
3.5 PRIPRAVA ULTRATANKIH REZIN ZA PRESEVNO ELEKTRONSKO 
MIKROSKOPIJO 
 
Za presevno elektronsko mikroskopijo (TEM) smo pripravili ultratanke rezine, debeline 
70-75 nm. Priprava je potekala v Laboratoriju za biologijo celice, histologijo in 
embriologijo na Medicinski Univerzi v Gradcu. Rezine smo pripravili s pomočjo 
diamantnih noţkov, nato pa smo jih prenesli na bakrene mreţice. Za kontrastno sredstvo 
smo uporabili 3 M uranilni acetat (20 minut pri sobni temperaturi) in 0,08 M svinčev citrat 
(20 sekund pri sobni temperaturi). Vzorce smo pregledali s presevnim elektronskim 
mikroskopom Zeiss EM 902.  
 
3.6 ANALIZA FOTOGRAFIJ 
 
Analizo fotografij tkivnih rezin smo izvedli s pomočjo prosto dostopnega programa 
programa PyCellAnalyzer (GitHub repository) (Selčan, 2016). Iz skupine fotografij 
poltanih tkivnih rezin (narejenih s svetlobnim mikroskopom) in skupine fotografij 
ultratankih tkivnih rezin (narejenih z elektronskim presevnim mikroskopom, TEM) smo 
naključno izbrali 10 fotografij iz kontrolne skupine in 10 fotografij iz skupine z zahodno 
dieto, ter s pomočjo programa PyCellAnalyzer izračunali površine vseh lipidnih kapelj na 
vsaki posamezni fotografiji. S pomočjo orodja Draw smo pobarvali površino vsake 
posamezne lipidne kaplje. Program po zaključku merjenja v spodnji desni kot izpiše 
skupno površino označenih lipidnih kapelj ter celotno površino fotografije (Slika 10). 
Analizo površine lipidnih kaplej smo izvedli na fotografijah s 400-kratno povečavo 
(svetlobna mikroskopija) in na fotografijah s 3000-kratno povečavo (TEM). Program 
izračuna površino celotne fotografije glede na merilo, v katerem je fotografija posneta. 
 
Fotografije, posnete s pomočjo kamere na TEM, smo analizirali še s programom 
PyCellCounter. Za vsak vzorec (za kontrolno skupino in za skupino z zahodno dieto) smo 
izmerili premere 300 lipidnih kapelj. Pri kontrolni skupini smo 300 lipidnih kapelj izmerili 
na 16 slikah, pri skupini z zahodno dieto pa na 13 slikah. Pri merjenju zadnje fotografije 
skupine z zahodno dieto so bile 3 lipidne kaplje preveč – skupno smo tako izmerili 303 
lipidne kaplje. Meritev smo opravili tako, da smo za vsako posamezno fotografijo v 
programu najprej izbrali ustrezno povečavo, nato pa smo izmerili vse premere lipidnih 
kapelj, ki so bili na fotografiji (Slika 11). Program deluje tako, da preračuna označene 
dolţine glede na izbrano merilo. Analizo smo opravili na fotografijah s 3000-kratno 
povečavo.  
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Slika 10: Primer označevanja lipidnih kapelj s programom PyCellAnalyzer. 
 
 
Slika 11: Primer uporabe programa PyCellCounter. Z različnimi barvami so označeni premeri posameznih 
lipidnih kapelj. Temno zelena črta označuje merilo slike.  
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3.7 STATISTIČNA ANALIZA  
 
V magistrski nalogi smo ţeleli ugotoviti ali obstaja statistično značilna razlika v površinah 
lipidnih kapelj na celotno površino fotografije pri kontrolni skupini in pri skupini z 
zahodno dieto. Najprej smo s pomočjo programa PyCellAnalyzer na 10 fotografijah 
svetlobne mikroskopije za vsak vzorec izmerili površine vseh lipidnih kapelj. Za vsako 
posamezno fotografijo smo izračunali deleţ lipidnih kapelj na površino celotne fotografije. 
Nato smo podatke uvozili v program IMB SPSS Statistics 22. S testom normalnosti 
(Shapiro-Wilkov test) smo ugotovili, da podatki niso normalno porazdeljeni (p < α; α = 
0,05), zato smo za primerjavo med skupinama uporabili neparametrični Mann-Whitneyjev 
test predznačenih rangov.  
 
Analizo smo opravili tudi na fotografijah narejenih s presevnim elektronskim 
mikroskopom. Izbrali smo 10 slik za vsak vzorec in izračunali deleţ lipidnih kapelj na 
površino celotne fotografije. Rezultate statistične analize svetlobne mikroskopije 
predstavljamo v razdelku 4.1.2, rezultate statistične analize transmisijske elektronske 
mikroskopije pa v razdelku 4.2.3. 
 
Poleg tega nas je zanimalo, ali obstaja statistično značilna razlika v velikosti premerov 
lipidnih kapelj pri kontrolni skupini in pri skupini z zahodno dieto. V ta namen smo s 
pomočjo programa PyCellCounter na slikah elektronske mikroskopije za vsak vzorec (za 
kontrolno skupino in za skupino z zahodno dieto) izmerili pribliţno 300 premerov lipidnih 
kapelj. Velikosti lipidnih kapelj (µm) za obe skupini so prikazane v preglednici 5. Za 
statistično ovrednotenje velikosti premerov lipidnih kapelj smo izvedli enak postopek kot 
za statistično ovrednotenje površin lipidnih kapelj.  
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4  REZULTATI 
 
Prikazane so reprezentativne slike tkivnih rezin kontrolnih osebkov in osebkov, hranjenih z 
zahodno dieto. 
4.1 STRUKTURA JETER 
4.1.1 Kontrolna skupina in skupina z zahodno dieto 
 
Jetrni parenhim tvorijo jetrne celice ali hepatociti večkotnih oblik, med njimi so sinusoidi 
(Slika 12 b). Jedra hepatocitov so okrogla, z enim ali več jedrci. V hepatocitih so tudi 
lipidne kaplje, ki so pri normalno prehranjenih miših posamezne (Slike 12 a, 12 b, 13 a in 
13 b), pri miših hranjenih z zahodno dieto pa so številčnejše in različnih velikosti (manjhne 
in velike) (Slike 12 c, 12 d in 14). Sočasno sta na isti tkivni rezini zastopana oba tipa 
steatoze, mikro- in makrovezikularna steatoza, pri čemer je mikrovezikularna steatoza 




Slika 12: Tkivne rezine jeter normalno prehranjenih miši (a in b) in miši hranjenih z zahodno dieto (c in d) 
pri 400-kratni povečavi. Barvanje z 0,5 % toluidinskim modrilom. J ‒ jedro, KŢ – krvna ţila, lk ‒ lipidna kaplja, 
S ‒ jetrni sinusoid. 
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Slika 13 Tkivne rezine jeter normalno prehranjenih miši (a in b) in miši hranjenih z zahodno dieto (c in d) pri 
600-kratni povečavi. CV‒ centralna vena, J ‒ jedro, KŢ – krvna ţila, lk ‒ lipidna kaplja, MA ‒ 
makrovezikularna steatoza, MI ‒ mikrovezikularna steatoza.  
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Slika 14 Tkivne rezine jeter miši hranjenih z zahodno dieto pri 600-kratni povečavi. CV‒ centralna vena, J ‒ 
jedro, KC - Kupfferjeve celice, KŢ – krvna ţila, lk ‒ lipidna kaplja, MA ‒ makrovezikularna steatoza, MI ‒ 
mikrovezikularna steatoza. 
4.1.2 Statistična analiza lipidnih kapelj 
 
V preglednici 3 in 4 podajamo površino lipidnih kapelj in deleţ lipidnjih kapelj na celotno 
površino fotografije posameznih poltankih rezin jeter kontrolne skupine miši in skupine z 
zahodno dieto. Analizirali smo 10 naključno izbranih slik za vsako od obravnavanih 
skupin.  
 
Deleţ lipidnih kapelj za posamezno fotografijo poltankih rezin smo izračunali tako, da smo 





in količnik pomnoţili s 100. Ugotovili smo, da je pri kontrolni skupini 
srednja vrednost (mediana) površine lipidnih kapelj 1458,91 µm2, kar znaša 2,42 % 
lipidnih kapelj na površino celotne slike. Pri skupini hranjeni z zahodno dieto, je srednja 
vrednost površine lipidnih kapelj 11243,40 µm2, kar znaša 18,62 % lipidnih kapelj na 
površino celotne slike.  
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Na poltankih rezinah jetrnega tkiva miši, hranjenih z zahodno dieto, je v povprečju 16,2 % 
več lipidnih kapelj na površino celotne slike, kot pri kontrolni skupini (Preglednica 3 in 4). 
S statistično analizo smo potrdili, da so razlike v površinah lipidnih kapelj med skupinama 
statistično značilne (p = 0,000). 
 
Preglednica 3: Površina lipidnih kapelj in deleţ lipidnih kapelj na celotno površino fotogafije poltankih rezin 
jeter pri kontrolni skupini (CD). 
CD Površina lipidnih kapelj (µm
2
) Delež lipidnih kapelj (%) 
Slika 1 1538,92 2,55 
Slika 2 782,74 1,30 
Slika 3 1802,78 2,99 
Slika 4 717,62 1,19 
Slika 5 1378,91 2,28 
Slika 6 1200,85 1,99 
Slika 7 1003,45 1,66 
Slika 8 4664,66 7,73 
Slika 9 4764,33 7,89 
Slika 10 8145,95 13,49 
MEDIANA 1458,91 (± 2456,50) 2,42 (± 4,07) 
 
 
Preglednica 4: Površina lipidnih kapelj in deleţ lipidnih kapelj na celotno površino fotografije poltankih rezin 
jeter pri skupini z zahodno dieto (WD). 
WD Površina lipidnih kapelj (µm
2
) Delež lipidnih kapelj (%) 
Slika 1 12395,47 20,53 
Slika 2 13547,88 22,44 
Slika 3 7171,65 11,88 
Slika 4 6895,62 11,42 
Slika 5 19297,68 31,96 
Slika 6 10698,45 17,72 
Slika 7 14277,63 23,65 
Slika 8 11434,36 18,94 
Slika 9 11052,43 18,31 
Slika 10 7495,46 12,41 
MEDIANA 11243,40 (± 3804,67) 18,62 (± 6,30) 
 
S Shapiro-Wilkovim testom smo ugotovili, da je površina lipidnih kapelj pri skupini z 
zahodno dieto normalno porazdeljena (p = 0,395), pri kontrolni skupini pa površina 
lipidnih kapelj ni normalno porazdeljena (p = 0,005). Za primerjavo med skupinama smo 
zato uporabili neparametrični Mann-Whitneyjev test predznačenih rangov (Slika 15), s 
katerim smo dokazali, da so razlike v deleţu lipidnih kapelj na sliki med skupinama 
statistično značilne (p = 0,000).  
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Slika 16 prikazuje grafikon kvantilov, s katero ponazorimo razpršenost podatkov. Spodnja 
črta prikazuje minimum (najmanjši premer), zgornja črta maksimum (največji premer), 
srednja vodoravna črta pa mediano (srednjo vrednost), ki razdeli podatke na pol. Črta pod 
mediano prikazuje prvi kvartil (Q1), mediana tvori drugi kvartil (Q2), črta nad mediano pa 
tretji kvartil (Q3). Trije kvartili podatke razdelijo tako, da je v vsaki skupini 25 % vseh 
podatkov. Kvartilni razmik predstavlja razliko med tretjim in prvim kvartilom ter prikazuje 




Slika 15 Izpis iz programa IMB SPSS Statistics 22 - Mann-Whitneyjev test predznačenih rangov. 
 
 
Slika 16: Deleţ lipidnih kapelj (%) v jetrih kontrolne skupine (CD) in skupine z zahodno dieto (WD). 
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4.2 ULTRASTRUKTURA JETRNIH CELIC 
4.2.1 Kontrolna skupina 
 
Na ultratankih rezinah normalno prehranjenih miši so hepatociti večkotnih oblik in z 
okroglim evkromatskim jedrom (Slika 17 a, c). Heterokromatin je kondenziran pod jedrno 
ovojnico. Citoplazma hepatocitov je bogata z mitohondriji, zrnatim in gladkim 
endoplazemskim retikulumom, peroksisomi ter glikogenskimi zrnci (Slike 17, 18, 19, 20 in 




Slika 17: Tkivne rezine jeter normalno prehranjenih miši pri 3000-kratni povečavi. Dp ‒ Dissejev prostor, ER 
‒ endoplazemski retikulum, G ‒ glikogen, j ‒ jedrce, J ‒ jedro, lk ‒ lipidna kaplja, M ‒ mitohondrij, P ‒ 
plazmalema. Merilo: 2,5 µm. 
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Na bazolateralni strani hepatocitov so mikrovili (Slika 18 b), ki so v tesnem stiku s krvnimi 




Slika 18: Tkivne rezine jeter normalno prehranjenih miši pri 3000- (a in c) in 4400-kratni povečavi (b in d). 
Dp ‒ Dissejev prostor, G ‒ glikogen, H - hepatocit ‒ jedrce, J ‒ jedro, lk ‒ lipidna kaplja, M ‒ mitohondrij, P 
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Mejna struktura celičnega jedra je jedrna ovojnica, ki ima mnogo jedrnih por. Zgrajena je 
iz zunanje in notranje jedrne membrane, med njima pa je perinuklearni prostor (Sliki 19 d 
in 21 b). 
  
  
Slika 19: Tkivne rezine jeter normalno prehranjenih miši pri 3000- (a in b) in 4400-kratni povečavi (c in d). 
ER ‒ endoplazemski retikulum, G ‒ glikogen, j ‒ jedrce, J ‒ jedro, Jo ‒ jedrna ovojnica, lk ‒ lipidna kaplja, 
M ‒ mitohondrij, P ‒ plazmalema. Merilo: 2,5 µm (a in b) in 1 µm (c in d). 
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Slika 20: Tkivne rezine jeter normalno prehranjenih miši pri 3000- (c) in 4400-kratni povečavi (a, b in d). ER 
‒ endoplazemski retikulum, j ‒ jedrce, J ‒ jedro, lk ‒ lipidna kaplja, M ‒ mitohondrij. Merilo: 2,5 µm (c) in 1 
µm (a, b in d). 
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Slika 21: Tkivne rezine jeter normalno prehranjenih miši pri 3000- (c in d) in 4400-kratni povečavi (a in b). 
ER ‒ endoplazemski retikulum, G – glikogen, j ‒ jedrce, J ‒ jedro, Jo ‒ jedrna ovojnica, lk ‒ lipidna kaplja, 
JP ‒ jedrna pora, M ‒ mitohondrij, P ‒ plazmalema. Merilo: 2,5 µm (c in d) in 1 µm (a in b).  
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4.2.2 Skupina z zahodno dieto 
 
Na ultratankih rezinah jetrnega tkiva miši, hranjenih z zahodno dieto so prisotne številne 
velike in majhne lipidne kaplje. Opazili smo tudi spremembe oblike in velikosti 
mitohondrijev. Na slikah 22 c, 23 c, 23 d, 24 a, 25 d in 26 a smo opazili podaljšanje 




Slika 22: Tkivne rezine jeter pri miših, hranjenih z zahodno dieto, pri 3000-kratni povečavi. E – eritrocit, ER 
‒ endoplazemski retikulum, H – heterokromatin, J ‒ jedro, lk ‒ lipidna kaplja, M ‒ mitohondrij, M* ‒ 
povečan mitohondrij, P ‒ plazmalema, ŢK – ţolčni kanalikul. Merilo: 2,5 µm.  
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Slika 23: Tkivne rezine jeter pri miših, hranjenih z zahodno dieto, pri 3000-kratni povečavi. AF ‒
avtofagosom, ER ‒ endoplazemski retikulum, H – heterokromatin, j ‒ jedrce, J ‒ jedro, lk ‒ lipidna kaplja, M 
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Za hepatocite miši, hranjenih z zahodno dieto, so značilne številne velike lipidne kaplje. 
Premer nekaterih lipidnih kapelj je primerljiv ali celo večji s premerom jedra (npr. na sliki 




Slika 24: Tkivne rezine jeter pri miših, hranjenih z zahodno dieto, pri 4400-kratni povečavi. AL – 
avtolizosom, ER ‒ endoplazemski retikulum, j ‒ jedrce, J ‒ jedro, Jo ‒ jedrna ovojnica, lk ‒ lipidna kaplja, M 
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Slika 25: Tkivne rezine jeter pri miših, hranjenih z zahodno dieto, pri 3000- (d) in 7.000-kratni povečavi (a, b 
in c). Dp ‒ Dissejev prostor, ER ‒ endoplazemski retikulum, J ‒ jedro, Jo ‒ jedrna ovojnica, JP ‒ jedrna pora, 
K ‒ krista mitohondrija, lk ‒ lipidna kaplja, M ‒ mitohondrij. Merilo: 2,5 µm (d) in 0,5 µm (a, b in c). 
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Slika 26: Tkivne rezine jeter pri miših, hranjenih z zahodno dieto, pri 4400- (a, b in d) in 7.000-kratni 
povečavi (c). AL – avtolizosom, E – eritrocit, ER ‒ endoplazemski retikulum, GA ‒ Golgijev aparat, J ‒ 
jedro, Jo ‒ jedrna ovojnica, K ‒ krista mitohondrija, lk ‒ lipidna kaplja, M ‒ mitohondrij. Merilo: 1 µm (a, b 
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Slika 27 prikazuje glavne značilnosti jetrnega tkiva miši, hranjenih z zahodno dieto. 
Prisotno je mnogo majhnih in velikih lipidnih kapelj. Mitohondriji so spremenjeni (Slika 
27 c); nekateri so podaljšani, kriste so razširjene, matriks pa je v večini primerov 
kondenziran. Nekateri mitohondriji so napihnjeni (Slika 27 d). Na sliki 27 b je rezidualno 
telo, na sliki 27 d pa je nekrotična celica v napredujoči fazi nekroze, s spremenjenimi 
cisternami ER. V nekaterih celicah smo opazili nekrozo v začetni fazi, ko je bila 





Slika 27: Tkivne rezine jeter pri miših, hranjenih z zahodno dieto, pri 3000- (a), 4400- (b in d) in 7.000-kratni 
povečavi (c). ER ‒ endoplazemski retikulum, J ‒ jedro, Jo ‒ jedrna ovojnica, K ‒ krista mitohondrija, lk ‒ 
lipidna kaplja, M ‒ mitohondrij, P ‒ plazmalema, RT – rezidualno telo. Merilo: 2,5 µm (a), 1 µm (b in d) in 
0,5 µm (c). 
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Na sliki 28 a je avtolizosom, ki vsebuje več lipidnih kapelj. Vidimo tudi lipidno kapljo v 
citoplazmi ob avtolizosomu, zrnati ER in mitohondrije. Za veliko hepatocitov miši, 
hranjenih z zahodno dieto, je bila značilna vakuolizirana citoplazma (Slika 28 b). Vsebina 





Slika 28: Tkivne rezine jeter pri miših, hranjenih z zahodno dieto, pri 3000-kratni povečavi (b), 4400- (c in d) 
in 7.000-kratni (a). AL – avtolizosom, C – vakuolizirana citoplazma, ER ‒ zrnati endoplazemski retikulum, J 
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4.2.3 Statistična analiza lipidnih kapelj 
 
V preglednici 5 so podane vse meritve posameznih lipidnih kapelj (n = 300) v jetrih miši s 
kontrolno dieto in z zahodno dieto. Izračunana mediana velikosti lipidnih kapelj (µm) je 
pribliţno enaka v obeh obravnavanih skupinah miši (Preglednica 6). Razpon premerov 
lipidnih kapelj je od 0,17 do 20,97 µm pri kontrolni skupini in od 0,12 do 11,14 µm pri 
skupini z zahodno dieto . 
 
Preglednica 5: Velikosti premerov lipidnih kapelj (µm) kontrolne diete (CD) in skupine z zahodno dieto 
(WD). Zap. št. označuje posamezno lipidno kapljo.  






























1 4,460 0,693 76 0,792 2,629 151 1,553 7,569 226 2,129 0,999 
2 4,352 1,121 77 1,885 3,004 152 0,457 2,333 227 1,441 1,599 
3 4,011 1,254 78 3,363 2,901 153 0,548 1,524 228 0,682 1,474 
4 9,369 0,696 79 2,281 1,790 154 0,360 1,513 229 0,728 0,719 
5 10,813 0,907 80 1,963 1,726 155 0,259 2,705 230 0,342 4,129 
6 6,108 0,755 81 2,043 2,595 156 0,878 1,309 231 0,245 1,951 
7 2,259 0,723 82 5,927 2,360 157 0,757 1,398 232 0,468 2,686 
8 1,853 0,218 83 0,396 0,296 158 0,641 1,192 233 0,774 4,345 
9 3,006 0,206 84 3,384 0,367 159 1,158 2,661 234 1,475 3,764 
10 6,103 0,386 85 0,678 0,245 160 3,953 11,127 235 0,415 2,306 
11 3,760 0,895 86 0,771 0,259 161 10,447 6,672 236 0,228 0,703 
12 3,148 0,224 87 2,357 0,666 162 0,893 9,501 237 0,386 5,542 
13 2,143 0,774 88 1,836 0,115 163 0,501 1,604 238 2,504 3,286 
14 2,870 0,583 89 4,093 2,163 164 0,713 2,247 239 0,892 3,444 
15 8,404 0,818 90 4,569 0,656 165 1,144 2,101 240 0,669 4,085 
16 1,911 1,243 91 3,008 1,050 166 0,524 6,146 241 2,541 3,977 
17 3,203 0,657 92 0,612 5,400 167 2,666 9,241 242 0,438 0,499 
18 3,228 0,317 93 0,504 2,243 168 8,792 1,678 243 1,353 0,380 
19 2,086 0,300 94 3,632 0,992 169 6,198 0,669 244 2,000 0,419 
20 3,869 0,318 95 2,250 0,566 170 2,556 0,447 245 0,555 0,439 
21 1,565 0,203 96 0,450 0,828 171 1,734 0,820 246 1,435 0,129 
22 2,480 0,161 97 6,942 0,825 172 6,010 1,163 247 1,692 1,926 
23 2,176 0,328 98 7,021 5,297 173 8,284 10,148 248 0,580 6,650 
24 6,331 0,230 99 1,836 1,338 174 7,251 0,501 249 1,178 2,702 
25 1,463 0,148 100 1,385 0,930 175 0,396 0,218 250 0,619 5,065 
26 5,687 0,520 101 1,185 0,682 176 0,548 0,435 251 0,328 8,005 
27 3,997 1,324 102 0,827 1,733 177 0,428 0,366 252 1,884 2,804 
28 2,942 0,418 103 0,501 4,434 178 0,360 0,883 253 0,432 3,447 
29 3,298 0,317 104 1,499 2,220 179 0,347 5,871 254 0,986 0,571 
 »se nadaljuje« 
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Nadaljevanje Preglednice 5: Velikosti premerov lipidnih kapelj (µm) kontrolne diete (CD) in skupine z zahodno dieto (WD). Zap. št. 
označuje posamezno lipidno kapljo.   






























30 2,136 0,265 105 0,386 1,641 180 0,317 1,012 255 0,988 1,699 
31 20,966 0,318 106 0,448 1,619 181 0,507 2,375 256 0,489 1,378 
32 8,712 0,499 107 0,706 1,453 182 2,944 2,895 257 0,479 0,595 
33 9,480 0,553 108 2,821 0,350 183 2,330 2,697 258 0,840 0,332 
34 6,828 0,533 109 0,453 1,071 184 0,671 0,492 259 0,798 7,153 
35 1,200 1,154 110 0,319 5,680 185 0,461 0,450 260 0,822 3,757 
36 1,377 2,000 111 6,595 9,254 186 0,492 2,600 261 2,067 5,039 
37 4,436 0,410 112 1,138 2,027 187 0,428 0,688 262 0,428 3,521 
38 15,594 0,265 113 0,383 2,650 188 0,360 0,232 263 1,486 1,962 
39 1,905 0,746 114 0,423 1,194 189 0,347 0,246 264 0,528 3,694 
40 1,567 1,054 115 0,218 2,474 190 0,317 0,934 265 1,858 6,045 
41 4,906 0,621 116 0,920 1,826 191 0,507 0,940 266 0,499 7,183 
42 1,975 0,418 117 0,696 0,852 192 2,944 6,441 267 2,487 3,399 
43 0,997 0,769 118 0,610 0,573 193 2,330 2,754 268 4,063 3,782 
44 0,896 0,954 119 3,909 2,002 194 0,671 1,197 269 4,807 4,100 
45 1,642 0,898 120 1,562 2,414 195 0,461 0,548 270 4,191 2,472 
46 0,892 1,375 121 13,468 1,606 196 0,492 3,333 271 2,173 3,166 
47 3,647 0,542 122 10,404 1,627 197 6,412 2,782 272 0,569 5,601 
48 4,827 0,286 123 4,515 0,828 198 5,649 3,346 273 0,866 4,119 
49 5,841 0,673 124 0,345 1,889 199 4,077 1,710 274 0,499 5,217 
50 1,476 0,771 125 0,319 2,416 200 1,402 1,513 275 3,770 2,619 
51 3,197 1,001 126 0,279 1,133 201 5,146 0,656 276 0,618 1,034 
52 5,929 0,830 127 0,883 5,656 202 0,962 2,864 277 0,409 8,922 
53 2,282 0,265 128 0,418 6,767 203 0,696 5,033 278 0,407 0,664 
54 0,716 0,238 129 0,457 8,405 204 1,527 1,505 279 0,391 1,750 
55 1,079 0,393 130 0,532 2,111 205 0,635 4,732 280 0,328 3,427 
56 4,409 0,785 131 0,955 2,022 206 1,731 4,387 281 0,418 0,639 
57 4,060 0,820 132 0,627 8,668 207 0,582 4,031 282 1,504 0,440 
58 1,556 0,478 133 0,512 6,499 208 2,183 3,629 283 0,369 0,348 
59 2,126 2,986 134 0,409 2,809 209 1,010 0,918 284 0,328 0,371 
60 4,715 1,092 135 0,592 5,100 210 1,643 4,015 285 0,447 1,320 
61 1,544 2,534 136 0,433 4,661 211 2,411 1,993 286 10,34
9 
2,273 
62 3,752 0,888 137 0,174 1,506 212 0,907 1,197 287 1,455 5,456 
63 6,224 0,537 138 1,153 2,878 213 1,056 1,156 288 1,529 5,298 
64 1,320 0,835 139 14,446 0,582 214 0,692 0,882 289 0,979 1,457 
65 1,979 5,676 140 0,967 3,917 215 0,375 0,384 290 0,256 1,554 
66 2,959 1,011 141 0,503 1,951 216 0,447 0,451 291 0,354 4,116 
67 6,953 0,537 142 0,380 1,130 217 3,523 0,751 292 0,381 6,131 
        »se nadaljuje« 
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Nadaljevanje Preglednice 5: Velikosti premerov lipidnih kapelj (µm) kontrolne diete (CD) in skupine z zahodno 
dieto (WD). Zap. št. označuje posamezno lipidno kapljo. 
  






























68 3,003 2,174 143 0,230 5,302 218 0,481 7,493 293 0,407 2,441 
69 5,753 3,490 144 0,319 1,353 219 1,422 4,916 294 4,849 5,410 
70 3,108 1,730 145 0,643 2,975 220 0,479 4,913 295 13,59
2 
2,239 
71 3,388 2,715 146 0,350 2,228 221 1,537 0,636 296 4,111 2,748 
72 2,986 3,446 147 13,990 1,120 222 0,407 7,014 297 4,963 5,195 
73 2,749 4,476 148 14,570 3,434 223 0,820 4,748 298 3,909 5,784 
74 12,105 1,157 149 0,986 2,446 224 0,822 3,799 299 7,383 5,008 
75 2,308 1,880 150 3,958 7,684 225 0,814 2,187 300 0,639 3,900 
         301 / 2,032 
         302 / 1,537 
         303 / 1,861 
 
Preglednica 6: Mediana velikosti lipidnih kapelj (µm), kvartilni razmik ter najmanjši- in največji premer 
(µm) v kontrolni skupini (CD) in skupini z zahodno dieto (WD). 
Tretma CD WD 
Mediana velikosti lipidnih kapelj (µm) 1,43 1,60 
Kvartilni razmik 2,69 2,72 
Najmanjši premer (µm) 0,17 0,12 
Največji premer (µm) 20,97 11,13 
 
S Shapiro-Wilkovim testom (test normalnosti) smo ugotovili, da velikosti premerov 
lipidnih kapelj niso normalno porazdeljene (p < α; α = 0,00). Za primerjavo med 
skupinama smo zato uporabili neparametrični Mann-Whitneyjev test predznačenih rangov. 
Ugotovili smo, da razlike v premerih lipidnih kapelj med skupinama niso statistično 
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Slika 29: Premer lipidnih kapelj v kontrolni skupini (CD) in v skupini z zahodno dieto (WD).  
 
Slika 30: Izpis iz programa IMB SPSS Statistics 22 - Mann-Whitneyjev test predznačenih rangov. 
S testom normalnosti smo dokazali, da je površina lipidnih kapelj pri skupini z zahodno 
dieto normalno porazdeljena (p = 0,192), pri kontrolni skupini pa površina lipidnih kapelj 
ni normalno porazdeljena (p = 0,045). V nadaljevanju smo zato uporabili neparametrični 
Mann-Whitneyjev test predznačenih rangov (Slika 31). Na podlagi testa smo dokazali, da 
razlike v površinah lipidnih kapelj med skupinama niso statistično značilne (p = 0,105).  
Površine lipidnih kapelj iz slik elektronske mikroskopije smo podali v odstotkih lipidnih 
kapelj na celotno površino slike (Preglednica 7 in Preglednica 8). Površina slike, posnete 
pri 3000-kratni povečavi, je znašala 868,341 µm
2
. Deleţ lipidnih kapelj za posamezno 
sliko smo izračunali tako, da smo skupno površino vseh lipidnih kapelj posamezne slike 
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Preglednica 7: Deleţ lipidnih kapelj na celotno površino fotografije (868,341 µm2) pri kontrolni skupini 
(CD). 
 
Preglednica 8: Deleţ lipidnih kapelj na celotno površino fotografije (868,341 µm2) pri skupini z zahodno 





Slika 31: Izpis iz programa IMB SPSS Statistics 22 - Mann-Whitneyjev test predznačenih rangov. 
CD Površina lipidnih kapelj (µm
2
) Delež lipidnih kapelj (%) 
Slika 1 239,91 27,63 
Slika 2 120,78 13,91 
Slika 3 480,03 55,28 
Slika 4 169,43 19,51 
Slika 5 237,34 27,33 
Slika 6 204,10 23,50 
Slika 7 279,95 32,24 
Slika 8 137,87 15,88 
Slika 9 186,27 21,45 
Slika 10 252,68 29,10 
MEDIANA 220,72 (± 101,29) 25,42 (± 11,66) 
WD Površina lipidnih kapelj (µm
2
) Delež lipidnih kapelj (%) 
Slika 1 462,84 53,30 
Slika 2 401,14 46,20 
Slika 3 279,32 32,17 
Slika 4 150,56 17,34 
Slika 5 197,53 22,75 
Slika 6 223,90 25,78 
Slika 7 490,00 56,43 
Slika 8 208,47 24,01 
Slika 9 567,75 65,38 
Slika 10 856,85 98,65 
MEDIANA 340,23 (± 218,97) 39,18 (± 25,22) 
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Slika 32 prikazuje razpršenost podatkov deleţa lipidnih kapelj pri kontrolni skupini in pri 
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Nealkoholna maščobna jetrna bolezen je najbolj razširjena kronična jetrna bolezen v 
druţbah z zahodno dieto (Machado in sod., 2015). Pojavi se zaradi nalaganja lipidov v 
jetrih in ni povezana s prekomernim uţivanjem alkohola. Za zahodno dieto je značilna 
hrana z visokim % maščob in ogljikovih hidratov (Wu in sod., 2015). V današnji druţbi je 
vedno bolj razširjena in predstavlja velik problem (Roberts in sod., 2015), saj so poleg 
NAFLD z njo povezana tudi številna druga obolenja jeter, kot so fibroza in ciroza jeter ter 
hepatocelularni karcinom. Poleg tega se zaradi tovrstnega načina prehranjevanja lahko 
razvijejo različna kardiovaskularna obolenja in metabolni sindrom, ki vključuje povišan 
krvni sladkor, povišan krvni tlak, visoke vrednosti holesterola in trigliceridov v krvi ter 
prekomerno kopičenje visceralnega maščevja (Asrih in Jornayvaz, 2014). Ocenjujo, da ima 
pribliţno milijarda ljudi na svetu diagnosticirano NAFLD (Machado in sod., 2015), 
natančna razširjenost v populaciji pa ni znana (Gaggini in sod., 2013). Razširjena je 
predvsem med odraslimi, nekaj primerov pa so zabeleţili tudi pri otrocih (Browning in 
Horton, 2004). Velik problem predstavljajo visoki stroški zdravljenja, ki jih bo v 
prihodnosti mogoče zmanjšati z zgodnjim odkrivanjem bolezni ter učinkovitim 
obvladovanjem zgodnjih simptomov bolezni (Ghamar Chehreh in sod., 2013).  
 
Znanje o nealkoholni maščobni jetrni bolezeni temelji na ţivalskih modelih (predvsem na 
miših), na katerih smo izvedli raziskavo. V raziskavi smo ţeleli preučiti vpliv zahodne 
diete na strukturo in ultrastrukturo jetrnih celic. Dosedanje raziskave so bile narejene 
predvsem s HFD dieto (dieta z visoko vsebnostjo maščob), kjer gre za značilno višji deleţ 
maščob kor pri zahodni dieti, vsebnost ogljikovih hidratov pa je v primerjavi z zahodno 
dieto mnogo niţja (Jensen in sod., 2018; Cole in sod., 2010; Buettner in sod., 2007). Dieto 
z visoko vsebnostjo maščob so najverjetneje uporabljali, ker obstaja večja verjetnost, da bo 
prišlo do sprememb v notranjih organih, npr. v jetrih, trebušni slinavki, mišicah itd.  
Dokazali so, da HFD dieta povzroči steatozo jeter, ki napreduje v steatohepatitis. V naši 
raziskavi smo miši hranili z zahodno dieto, ker je bolj primerljiva s hrano, ki jo jemo ljudje 
dandanes. Tako lahko bolje predvidevamo, kaj se dogaja v jetrih pri ljudeh, čeprav rezultati 
glodavskih modelov niso v celoti in enostavno prenosljivi na človeka. Pa vendar hranjenje 
z zahodno dieto mnogo bolj simulira pogoje v današnjem svetu kot HFD, zaradi česar je 
uporaba WD primernejša za tovrstne raziskave. 
 
Z raziskavo smo dokazali razlike v strukturi in ultrastrukturi jetrnih celic normalno 
prehranjenih miši in miši, hranjenih z zahodno dieto. Nealkoholna maščobna jetrna 
bolezen je počasi napredujoča bolezen, zato bi bilo v prihodnje smiselno raziskavo 
podaljšati. Predvsem bi bilo zanimivo ugotavljati, ali se v jetrnem tkivu pojavijo tudi 
vnetne celice, ob katerih sklepamo na napredovanje steatoze v steatohepatitis. Na 
histoloških preparatih bi steatohepatitis lahko potrdili, če bi opazili prisotnost fibroze v 
tkivu. Dokazali bi jo z uporabo trikromatskega barvanja po Massonu, ki specifično barva 
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vezivno tkivo (Lytle in Jump, 2016). Poleg tega bi bilo zanimivo raziskavo izvesti na 
večjem vzorcu, ter k rezultatom strukture in ultrastrukture dodati še biokemične analize. 
Poleg opazovanja, merjenja in ocene deleţa lipidnih kapelj bi bilo smiselno preučiti 
velikostne razlike organelov (npr. mitohondrijev) in povečanje števila peroksisomov.  
5.1 STRUKTURA JETRNIH CELIC 
 
Na slikah svetlobne mikroskopije smo na poltankih rezinah miši, hranjenih z zahodno 
dieto, opazili mnogo več lipidnih kapelj, kot pri kontrolni skupini. Za zahodno dieto so 
značilne visoke vrednosti maščob in ogljikovih hidratov (Halton in sod., 2006). Preseţek 
energije, pridobljene s hrano, se shrani v depojih - predvsem v belih adipocitih. Ob 
kroničnem prekomernem vnašanju hranil v telo, se v adipoznem tkivu doseţe prag 
zmogljivosti. Trigliceridi se zato ne odlagajo več v adipoznem tkivu, temveč v jetrih in 
ostalih notranjih organih, kar moti njihovo delovanje. Lipidi se v jetrih kopičijo tudi zaradi 
sproţene de novo lipogeneze (Asrih in Jornayvaz, 2014). 
 
Na poltankih rezinah jetrnega tkiva miši, hranjenih z zahodno dieto, smo opazili mnogo 
majhnih in velikih lipidnih kapelj, kar dokazuje različne stopnje jetrne steatoze (Lytle in 
Jump, 2016). Jetrna steatoza je prva stopnja v razvoju NAFLD (Iancu in Manov, 2011), in 
nastane kot posledica različnih molekularnih in fizioloških sprememb v jetrih (Browning in 
Horton, 2004). Opazili smo dva tipa steatoze, mikro- in makrovezikularno steatozo, pri 
čemer je mikrovezikularna steatoza pogostejša. Za oba tipa steatoze je značilno kopičenje 
lipidnih kapelj v citosolu hepatocitov. Mikrovezikularna steatoza je kopičenje majhnih 
lipidnih kapelj, ki ne izpodrivajo jedra, makrovezikularna steatoza je kopičenje velikih 
lipidnih kapelj, ki povzročajo degenerativne spremembe znotraj celic (izpodrinejo vsebino 
citoplazme) (Willebrords in sod., 2015).  
 
Pri raziskavi smo analizirali jetrno tkivo 10 osebkov iz kontrolne skupine ter 10 osebkov iz 
skupine, hranjene z zahodno dieto. Na naključno izbranih slikah smo izmerili skupno 
površino lipidnih kapelj in izračunali deleţ lipidnih kapelj na površino celotne slike jetrne 
rezine. Ugotovili smo, da je pri kontrolni skupini srednja vrednost (mediana) površine 
lipidnih kapelj 1458,91 µm
2
, kar znaša 2,42 % lipidnih kapelj na površino celotne slike. Na 
poltankih rezinah jetrnega tkiva miši, hranjenih z zahodno dieto, je srednja vrednost 
površine lipidnih kapelj 11243,40 µm
2
, kar znaša 18,62 % lipidnih kapelj na površino 
celotne slike. Na poltankih rezinah jetrnega tkiva miši, hranjenih z zahodno dieto, je v 
povprečju 16,2 % več lipidnih kapelj na površino celotne slike, kot pri kontrolni skupini. S 
statistično analizo smo potrdili, da so razlike v površinah lipidnih kapelj med skupinama 
statistično značilne (p = 0,000).   
 
Na podlagi rezultatov smo potrdili hipotezo, da se struktura jetrnih celic osebkov glede na 
vsebnost lipidnih kapelj, hranjenih z zahodno dieto razlikuje od strukture jetrnih celic 
kontrolnih osebkov. 
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5.2 ULTRASTRUKTURA JETRNIH CELIC 
 
Na slikah ultratankih rezin jetrnega tkiva miši, hranjenih z zahodno dieto, smo v primerjavi 
z ultratankimi rezinami kontrolne skupine, opazili mnogo razlik. Celice jetrnega tkiva miši, 
hranjenih z zahodno dieto so polne velikih in majhnih lipidnih kapelj, kar je v skladu z 
literaturo (Lytle in Jump, 2016; Iancu in Manov, 2011). Pri izračunu srednje vrednosti 
premerov lipidnih kapelj pri obeh skupinah osebkov (kontrola in zahodna dieta) smo 
ugotovili, da so velikosti lipidnih kapelj pri obeh skupinah pribliţno enake Ţe na prvi 
pogled pa smo opazili, da je odstotek lipidnih kapelj na celotno površino slike, pri skupini 
z zahodno dieto, višji kot pri kontrolni skupini. Z izračunom smo potrdili, da je pri skupini 
osebkov, hranjenih z zahodno dieto, deleţ lipidnih kapelj na celotni sliki, za 13,76 % višji 
kot pri kontrolni skupini. S statistično analizo pa smo potrdili, da razlike v povprečnih 
površinah posameznih lipidnih kapelj med skupinama niso statistično značilne. Na 
fotografijah svetlobne mikroskopije smo opazili, da so lipidne kaplje v hepatocitih 
neenakomerno porazdeljene – v določenih delih celice je večja gostota lipidnih kapelj. Pri 
TEM smo zajeli le majhen del celice in tako morda izmerili ravno tiste predele, kjer je 
lipidnih kaplej manj. Sklepamo, da je neenakomerna porazdelitev lipidnih kapelj razlog, da 
razlike med skupinama niso statistično značilne. Podobnih raziskav ni še nihče objavil, 
zato bi bilo v prihodnje smiselno podaljšati obdobje trajanja diete in spremljati vpliv 
trajanja diete na strukturo in ultrastrukturo celic. Zaključimo lahko, da so slike elektronske 
mikroskopije manj ustrezne za primerjavo površin lipidnih kapelj obeh vzorcev, saj je zajet 
le majhen del celotnega tkiva. So pa slike TEM primerne za oceno premerov posameznih 
lipidnih kapelj in opazovanje podrobne zgradbe hepatocitov ter ugotavljanje razlik v 
ultrastrukturi celic osebkov obeh proučevanih skupin. 
Pri ultrastrukturi jetrnih celic miši, hranjenih z zahodno dieto smo opazili mnogo 
sprememb oblike (podaljšanje mitohondrijev vzdolţ longitudinalne osi) in velikosti 
mitohondrijev. V mnogih primerih postanejo mitohondriji povečani in napihnjeni, matrisk 
kondenziran, kriste pa razširjene. Strukturne spremembe so posledica presnovnih 
nepravilnosti. Napihnjeni mitohondriji so lahko znak za nekrozo celice (Iancu in Manov, 
2011). Iancu in Manov (2011) navajata, da sta pri opazovanju vzorcev jetrnega tkiva ljudi z 
diagnosticirano NAFLD, opazila tudi nakopičene kristale, česar na naših preparatih nismo 
opazili. S podrobno analizo strukture mitohondrijev se v svoji raziskavi nismo ukvarjali, 
saj to presega obseg magistrske naloge, bi pa bilo smiselno v prihodnje razlike v strukturi 
mitohondrijev bolj natančno kvantificirati. 
V hepatocitih miši, hranjenih z zahodno dieto, so bile prisotne avtofagne strukture: 
avtofagosomi (Slika 23 c), avtolizosomi (Slike 24 c, 26 c in 28 a) in rezidualna telesa 
(Slika 27 b). Avtofagija je katabolni proces, ki ga povzročijo stresni dejavniki, npr. okuţbe 
z mikroorganizmi, pomanjkanje hranil (Mizushima in sod., 2008), lahko pa jo izzove tudi 
prekomerna prehranjenost organizma (Yamamoto in sod., 2017). Avtofagija ima zelo 
pomembno vlogo v zaščiti celic pred pomanjkanjem hranil, v procesih uravnavanja 
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razgradnje organelov, proteinov, lipidov, odstranjevanju mikroorganizmov (Klionsky in 
sod., 2012). Avtofagija omogoča homeostazo, sodeluje pri diferenciaciji, razvoju, rasti in 
staranju celic (Klionsky in sod., 2012). Komponente citoplazme se razgrajujejo s pomočjo 
lizosomov. Začetna stopnja avtofagije je tvorba izolacijske membrane, fagoforja. Konca 
fagoforja se podaljšujeta in ko se zdruţita, nastane avtofagosom. Z zdruţitvijo 
avtofagosoma in lizosoma nastane avtolizosom, v katerem poteče razgrajevanje snovi. 
Struktura, ki ostane v celici po procesu razgrajevanja v avtolizosomu je rezidualno telo 
(Klionsky in sod., 2012). Znano je, da povečana avtofagija ščiti celice pred posledicami 
lipotoksičnosti (Yamamoto in sod., 2017). V raziskavi vpliva zahodne diete na 
ultrastrukturo hepatocitov smo potrdili prisotnost avtofagosomov, avtolizosomov in 
rezidualnih teles. Opaţanja prisotnosti avtofagnih struktur se skladajo tudi z rezultati 
raziskave, ki so jo opravili Yamamoto in sod. (2017). V omenjeni raziskavi so ugotovili 
povečano avtofagno aktivnost v epitelnih celicah ledvičnih tubulov po dolgotrajni 
nasičenosti z lipidi (Yamamoto in sod., 2017). Wu in sod. (2018) so mnenja, da je okvara 
avtofagne funkcije ključna pri napredovanju steatoze v steatohepatitis in končno v 
hepatocelularni karcinom.  
 
Napredovanje steatoze v steatohepatistis, poleg znakov avtofagije, dokazujejo tudi vnetne 
celice, kot so mononuklearne celice (makrofagi in monociti) in nevtrofilni granulociti ter 
apoptotska telesca. Vnetne celice se po navadi nakopičijo okrog hepatocitov, ki vsebujejo 
mnogo lipidnih kapelj in z njimi tvorijo lipidni granulom (Jensen in sod., 2018). Vnetnega 
infiltrata nismo opazili pri nobeni skupini, zato ne moremo z gotovostjo trditi, da je 
steatoza napredovala v steatohepatitis. V nadaljnjih raziskavah bi bilo smiselno raziskavo 
podaljšati in spremljati vpliv trajanja diete na strukturo in ultrastrukturo celic. Machado in 
sod. (2015) so na mišjih modelih preučevali vpliv zahodne diete na razvoj steatohepatitisa. 
Miši so 16 tednov hranili z zahodno dieto (45 % maščob, 0,2 % holesterola, voda s 
fruktozo in glukozo - 42 g/L). Dokazali so, da zahodna dieta povzroči steatozo, debelost in 
inzulinsko rezistenco. Zanimalo jih je, ali dolgoročna izpostavitev zahodni dieti pripomore 
k razvoju steatohepatitisa, zato so miši še za dodatnih 16 tednov izpostavili tovrstni dieti. 
Na preparatih so opazili le blage znake steatohepatitisa. Na mišjih modelih so pojasnili, da 
so za napredovanje steatoze v steatohepatitis ključni ne-prehranski dejavniki, kot so 
genetsko ozadje in epigenetski dejavniki (npr. metilacije genov).  
 
Na nekaterih slikah ultratankih rezin miši (npr. Slika 28 b), hranjenih z zahodno dieto, smo 
opazili vakuolizirano citoplazmo. Predvidevamo, da je vakuolizirana citoplazma lahko 
posledica sprememb v zgradbi endoplazemskega retikuluma (razširjene cisterne). Pri 
pregledu literature nismo našli raziskav na to temo, zato bi bila v prihodnje potrebna 
podrobnejša analiza.  
Pri pregledovanju slik ultratankih rezin miši, hranjenih z zahodno dieto, smo opazili tudi 
pojav nekroze. Takšen primer je Slika 27 d. V nekaterih celicah smo opazili nekrozo v 
začetni fazi, ko je bila poškodovana le plazmalema celic. V napredujoči fazi nekroze pa so 
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bili spremenjeni tudi celični organeli, saj smo opazili napihnjene mitohondrije, 
spremenjene cisterne ER ali pa ER ni bil več prepoznaven. V literaturi smo zasledili, da 
prevelika preobremenitev s hranilnimi snovmi vodi celico v nekrozo (Iancu in Manov, 
2011). 
Na podlagi rezultatov smo potrdili hipotezo, da se ultrastruktura jetrnih celic osebkov, 
hranjenih z zahodno dieto, razlikuje od ultrastrukture jetrnih celic kontrolnih osebkov. 
Naša raziskava je nadgradnja dosedanjih raziskav. Dokazali smo, da samo 8 tedenska 
izpostavitev zahodni dieti, povzroči spremembe na ravni strukture in ultrastrukture jetrnih 
celic miši. Prepričani smo, da bi bilo v prihodnje smiselno več raziskav narediti z zahodno 
dieto, kot z HFD dieto, saj bomo le na ta način ugotovili, kaj se dogaja v jetrih in drugih 
notranjih organih ljudi v današnji druţbi, ko je zahodna dieta prevladujoči način 
prehranjevanja. Čeprav smo ţe po 8 tednih diete potrdili spemembe in razlike v jetrih, bi 
bilo v prihodnje smiselno raziskavo podaljšati. S tem bi lahko spremljali, ali se v jetrnem 
tkivu pojavijo tudi vnetne celice, ki nakazujejo, da je steatoza napredovala v 
steatohepatitis. Prav tako bi bilo raziskavo smiselno razširiti in se posvetiti podrobni 
analizi ultrastrukture organelov (predvsem mitohondrijev, peroksisomov). Za celosten 
pogled vplivov zahodne diete na organizem, bi bilo smiselno preučiti tudi ostale notranje 
organe miši in na ta način najti nove tarče zdravljenja NAFLD.   
48 
Čepin T. Primerjava strukture jetrnih celic pri kontrolnih miših in miših hranjenih z zahodno dieto.    





Nealkoholna maščobna jetrna bolezen je najbolj razširjena kronična jetrna bolezen v 
druţbah z zahodno dieto. V raziskavi smo dokazali, da zahodna dieta vpliva na strukturo in 
ultrastrukturo jetrnih celic. Na strukturni ravni smo na poltankih rezinah miši, hranjenih z 
zahodno dieto, opazili mnogo več lipidnih kapelj, kot pri kontrolni skupini. Dokazali smo, 
da zahodna dieta lahko povzroči jetrno steatozo, ki je prva stopnja v razvoju NAFLD. 
Podobno kot na strukturni ravni smo tudi na ultrastrukturni ravni jetrnega tkiva miši, 
hranjenih z zahodno dieto, opazili mnogo lipidnih kapelj. V primerjavi s kontrolno 
skupino, smo pri skupini, hranjeni z zahodno dieto opazili strukture, ki nakazujejo 
avtofagijo in nekrozo ter spremenjene mitohondrije. 
 
Nealkoholna maščobna jetrna bolezen je bolezen, ki ne vpliva samo na jetra, ampak na 
celoten organizem. V prihodnosti bi bilo zato raziskavo smiselno dopolniti z analizami 
strukture in ultrastrukture drugih organov miši. Prav tako bi bilo smiselno raziskavo 
podaljšati (miši bi dieti izpostavili za več tednov) ter ponovno pregledati strukturo in 
ultrastrukturo tkiv.  
 
Čeprav na razvoj NAFLD vplivajo tudi drugi dejavniki, kot so spol, starost, genetsko 
ozadje in ţivljenjske razmere, lahko z zdravim načinom ţivljenja preprečimo debelost in 
sladkorno bolezen tipa 2, ki v svetu veljata za glavni razlog vse večje incidence NAFLD.  
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Nealkoholna maščobna jetrna bolezen je najbolj razširjena kronična jetrna bolezen, ki se 
pojavi zaradi nalaganja lipidov v jetrih in ni povezana s prekomernim uţivanjem alkohola. 
Povezana je z visoko vsebnostjo maščob in ogljikovih hidratov v prehrani – z zahodno 
dieto, ki je danes v svetu vse bolj razširjena (Wu in sod., 2015). Potrjeno diagnozo NAFLD 
ima pribliţno milijarda ljudi na svetu (Machado in sod., 2015), natančna razširjenost v 
populaciji pa ni znana (Gaggini in sod., 2013). Največja incidenca razvoja bolezni je pri 
ljudeh, ki imajo prekomerno telesno teţo in sladkorno bolezen tipa 2. Ker debelost zelo 
poviša verjetnost za razvoj NAFLD, je primarni ukrep zdravljenja sprememba načina 
prehranjevanja in zniţanje telesne mase (Asrih in Jornayvaz, 2014). Na razvoj NAFLD 
vplivajo tudi drugi dejavniki, kot so spol, starost, genetsko ozadje in ţivljenjske razmere 
(Browning in Horton, 2004), v redkih primerih pa se NAFLD razvije zaradi sekundarnih 
vzrokov (Kneeman in sod., 2012).  
 
Prva stopnja v razvoju NAFLD je jetrna steatoza, ki nastane kot posledica različnih 
molekularnih in fizioloških sprememb jeter. Če bolezen napreduje, se razvije druga stopnja 
bolezni – steatohepatitis, ki se kaţe kot vnetje v jetrnem tkivu. Vnetje povzroči celično 
smrt, fibrozo in cirozo, zaradi česar bolezen lahko napreduje v hepatocelularni karcinom 
(Browning in Horton, 2004). 
 
Glavni namen naloge je bil ugotoviti ali se struktura in ultrastruktura jetrnih celic osebkov, 
hranjenih z zahodno dieto, razlikuje od strukture in ultrastrukture celic kontrolnih osebkov. 
V ta namen smo opravili raziskavo, v kateri smo miši za 8 tednov izpostavili dieti. 
Uporabili smo 12 tednov stare miši seva C57BL/6J, pri čemer smo polovico osebkov 
hranili z zahodno dieto, polovica ţivali pa je bila hranjenih s standardno (kontrolno) dieto 
ad libitum. Ţivali smo usmrtili z visoko koncentracijo CO2, nato pa smo s pomočjo 
laparoskopije dostopali do organov trebušne votline in odrezali manjše kose jeter. Jetra 
smo pred fiksacijo za svetlobno mikroskopijo narezali na koščke velikosti 1 cm
3
, za 
elektronsko mikroskopijo pa na koščke velikosti 1 mm
3
. Vzorce smo nato pripravili po 
standardnem protokolu izdelave trajnih histoloških preparatov. Pripravili smo poltanke in 
ultratanke rezine, ki smo jih analizirali. Opravili smo tudi statistično analizo. Ugotoviti 
smo ţeleli ali obstaja statistično značilna razlika v površinah lipidnih kapelj na celotno 
površino fotografije pri kontrolni skupini in pri skupini z zahodno dieto. Uporabili smo 
program IMB SPSS Statistics 22, s katerim smo preverili ali so podatki normalno 
porazdeljeni. Za primerjavo med skupinama smo uporabili neparametrični Mann-
Whitneyjev test predznačenih rangov.  
 
Z raziskavo smo dokazali razlike v strukturi in ultrastrukturi jetrnih celic normalno 
prehranjenih miši in miši, hranjenih z zahodno dieto. Na slikah svetlobne mikroskopije 
smo na poltankih rezinah miši, hranjenih z zahodno dieto opazili mnogo več lipidnih kapelj 
50 
Čepin T. Primerjava strukture jetrnih celic pri kontrolnih miših in miših hranjenih z zahodno dieto.    
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2019   
 
 
kot pri kontrolni skupini, s čimer smo dokazali jetrno steatozo. Opazili smo dva tipa 
steatoze, mikro- in makrovezikularno steatozo. Pri analizi površine lipidnih kapelj smo 
ugotovili, da je na poltankih rezinah jetrnega tkiva miši, hranjenih z zahodno dieto, v 
povprečju 14,62 % več lipidnih kapelj na površino celotne slike kot pri kontrolni skupini. S 
statistično analizo smo potrdili, da so razlike v površinah lipidnih kapelj med skupinama 
statistično značilne. Podobno kot na slikah svetlobne mikroskopije, smo tudi na slikah 
elektronske mikroskopije, na ultratankih rezinah jetrnega tkiva miši, hranjenih z zahodno 
dieto, opazili mnogo velikih in majhnih lipidnih kapelj. Srednje vrednosti premerov 
lipidnih kapelj so pri obeh tretmajih pribliţno enake, odstotek lipidnih kapelj na celotno 
površino slike pa je pri skupini z zahodno dieto bistveno višji kot pri kontrolni skupini. S 
statistično analizo smo ugotovili, da ne gre za statistnično značilne razlike. Sklepamo, da je 
neenakomerna porazdelitev lipidnih kapelj razlog, da razlike med skupinama niso 
statistično značilne. Pri opazovanju ultrastrukture jetrnih celic eksperimentalnih miši smo 
opazili spremembe oblike in velikosti mitohondrijev. Meritev mitohondrijev nismo 
opravili, ker bi bila tako raziskava preobširna. V mnogih primerih smo opazili bolj 
kondenziran matriks in razširjene kriste. Opazili smo tudi pojav avtofagije, ter nekatere 
strukturne značilnosti, ki nakazujejo na nekrozo jetrnih celic (npr. napihnjeni mitohondriji 
in vakuolizirana citoplazma).  
 
V prihodnje bi bilo smiselno raziskavo podaljšati in spremljati vpliv trajanja diete na 
strukturo in ultrastrukturo celic. Razen morfometrične analize lipidnih kaplej bi bilo 
smiselno dodati natančno analizo ostalih organelov v hepatocitu in rezultate podkrepiti z 
biokemičnimi analizami celega organizma ter dodati rezultate struktur in ultrastruktur 
ostalih notranjih organov (npr. ledvic in trebušne slinavke). 
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Priprava kemikalij za izdelavo trajnih histoloških preparatov 
 
a) Modificiran Karnovsky fiksativ, 1965 
8 % formaldehid: 8 g formaldehida raztopimo v 100 ml destilirane vode, ob segrevanju pri 
60-80 °C. 
8 % glutaraldehid (GA): 3,2 ml 25 % GA dodamo k 6,8 ml destilirane vode. 
0,3 M kakodilatni pufer: 6,3 g natrijevega kakodilata (dimetilarzenična kislina, natrijeva 
sol) raztopimo v 100 ml destilirane vode. Za uravnavanje pH do 7,2-7,4 po kapljicah 
dodajamo 1M HCl. 
Za pripravo 10 ml fiksativa zmešamo 3,1 ml 8 % PA in 3,1 ml 8 % GA v 3,3 ml 0,3 M 
kakodilatnega pufra. Končne koncentracije v fiksativu so: 2,45 % PA, 2,45 % GA v 1 M 
Na kakodilatnem pufru.  
 
b) Natrijev kakodilatni pufer 
0,2 M Na kakodilatni pufer: stehtamo 21,4 g Na kakodilata trihidrata in dodamo 500 ml 
destilirane vode. 
0,1 M Na kakodilatni pufer (pH 7,2): 50 ml 0,2 M Na kakodilatnega pufra, dodamo 8,3 ml 
0,1 M HCl in dolijemo destilirano vodo do 100 ml. 
 
c) 2 % osmijev tetroksid (OsO4) 
Za pripravo postfiksativa (2 % OsO4) dodamo enemu delu 4 % OsO4 (pred uporabo ga 
hranimo na 4-6 °C) en del 0,2 M Na kakodilatnega pufra.  
 
d) 0,5 % toluidinsko modrilo   
2,5 g Na karbonata (Na2CO3) raztopimo v 100 ml destilirane vode. Raztopini dodamo 0,5 g 
toluidinskega modrila in segrevamo, da zavre. Pred uporabo barvilo ohladimo na sobno 
temperaturo in ga filtriramo.  
 
e) 2,5-3 % uranilni acetat 
Stehtamo 0,25-0,30 g uranilnega acetata in ga dodamo 10 ml deionizirane vode. Pred 
uporabo barvilo filtriramo. 
 
f) Svinčev citrat 
Stehtamo 1,76 g Na citrata in ga raztopimo v 15 ml deionizirane vode. Raztopino v merilni 
bučki, dobro premešamo in pustimo mirovati 30 min. Da se raztopina zbistri, dodamo 8 ml 
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1M NaOH, nato pa merilno bučko napolnimo z destilirano vodo do oznake 50 ml. Pred 
uporabo raztopino svinčevega citrata filtriramo.  
 
g) Epoksidna smola (TAAB) 
Epoksidno smolo (TAAB) pripravimo iz 10 delov TAAB, 9 delov trdilca DDSA (anhidrid 
2-dodecenil-jantarjeve kisline), 1 dela trdilca MNA (anhidrid metil-norbomen-2, 3-
dikarbonatne kisline) in 0,4 dela pospeševalca DMP 30 (2, 4, 6-tridimerilaminometil-
fenol).  
 
